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Introduccion

INTRODUCCION

Los parasitos intestinales son los agentes infecciosos mas comunes en los humanos. Estos se
encuentran ampliamente diseminados alrededor del mundo, sin embargo, los paises tropicales y
subtropicales los que reinen las caracteristicas geograficas y climatologicas que favorecen la

prevalencia de la mayoria de estos organismos.

Las parasitosis intestinales, tanto helmintiosis como protozoosis, son causa de morbilidad y
mortalidad principalmente en la poblacion infantil y de adultos jévenes. Datos, recientes, obtenidos
por la OMS alertan sobre una crisis de proporcion mundial provocada por estas enfermedades
infecciosas, que amenaza las ganancias obtenidas en décadas anteriores tanto en salud como en

esperanza de vida.

Dentro de los farmacos que mas se han empleado en el tratamicnto de las helmintiosis estan
los derivados bencimidazol 2-carbamato de metilo, como ¢l mecbendazol y albendazol. Estos

firmacos han demostrado una gran actividad, asi como un amplio espectro de accion en infecciones

intestinales, pero su baja solubilidad en agua red en gran medida su capacidad de absorberse, y

por tanto, su eficacia en infecciones de tipo sistémicas, también se ve reducida. Para tratar de
resolver este problema sc sintetizaron nuevos derivados del tipo bencimidazoélico como el
triclabendazol y ¢l CDRI 87-144. Reci 0 grupo de investigacion sintetizé una serie
de 5-aminocarbonilbencimidazoles (carbc idas), los les pr -on buena actividad contra el

helminto Trichinella spiralis. Pero estos cormpuestos presentan tautomeria protonica, 10 que origina
la existencia de dos isdmeros, quedando la interrogante de cual de éstos es el responsable de la

actividad biologica, y si €l H en la posicion | ¢s indispensable para la actividad antiparasitaria.

Por otro lado, la mayoria de los farmacos disponibles para ¢l tratamiento de las protozoosis
tienen graves cfectos colaterales. Por cjemplo, la terapéutica utilizada para tratar a pacientes
asintomaticos infectados con Giardia lamblia, protozoario de importancia por su morbilidad que se
relaciona con diarreas agudas y cronmicas, incluye a los farmacos metronidazol, quinacrina y
furazolidona. Pero los efectos secundarios de estos farmacos incluyen nauseas y carcinogénesis
(metronidazol), psicosis toxica (quinacrina) y baja efectividad (furazolidona). Pero recientemente se

1




Introduccion

ha demostrado que bencimidazoles como el albendazol, mebendazol, flubendazol y fenbendazol,
tienen un cfecto similar al metronidazol, farmaco de cleccion en el tratamiento de algunas

protozoosis, lo cual abre una nueva posibilidad para el tratamiento de estas enfermedades.

Es por €so que en esta tesis se pretende sintetizar carboxamidas |-metilbencimidazélicas con
el objetivo de obtener compuestos estructuralmente definidos y asi poder averiguar qué isémeros
son los responsables de la actividad antihelmintica. Por otra parte, también se pretende evaluar la
actividad antiprotozoaria debido a que los derivados del 1-metilbencimidazol sintetizados en nuestro
grupo de trabajo mostraron una muy buena actividad contra los trofozoitos de G. lamblia. De esta
manera, también, se busca aportar informacion valiosa sobre los requerimientos estructurales para la

actividad antihelmintica y antiprotozoaria.

[§]



Antecedentes

1. ANTECEDENTES

Las enfermedades parasitarias, tanto helmintiosis como las protozoosis como las, siguen
siendo el principal problema de salud publica en paises tropicales en vias de desarrollo. Las
infecciones por estos paridsitos son responsables de elevados indices de morbilidad y mortalidad,
ademds del subdesarrollo socioeconémico en esas regiones. De acuerdo a estimaciones de la OMS,
el nimero de victimas debido a enfermedades parasitarias es de aproximadamente 3.5 millones en
todo el mundo.' Las infecciones por gusanos con gancho, la malaria y la amibiosis son responsables
de la muerte de 50,000 a 60,000; 1,000,000 a 2,000,000; 40,000 a 110,000 pacientes,

respectivamente, cada afio.'

1.1. Helmintiosis

A pesar de que las enfermedades por helmintos (infecciones por gusanos) se encuentran
dentro de las primeras enfermedades conocidas por el hombre, su impacto en la salud humana y
animal se aprecié hasta el trabajo realizado por Stoll en 1947 quien hizo un estudio sobre la

situacién del parasitismo a nivel mundial,?? ésta ha cambiado de a proporci 1 al > en
la poblaciéon mundial (Tabla 1). ’
Tabla &. Prevalencia mundial de helmintos intestinales
1947 1999°
Ascaris lumbricoides 650° 1472
Ancyslostoma (hookworms) 450 1298
Trichuriosis 3s0 1049
Enterobiosis 209 3 300-500
‘-P blacié dial imada de 2100 millones. rl’m:i(m mundial estimada en 6000

millones. “En millones de personas.

La intensidad de la infeccidon por Ascaris lumbricoides, Trichiuris trichiura y por
anquilostomas tiene sus niveles mas altos en el grupo de nifios de edad preescolar. Las tasas de

mortalidad debida a estos >dos se a alrededor de 200 000 muertes

anuales?.
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La importancia en la salud puablica de estas infecciones reside en el impacto crénico que
tienen en la nutricién y en la salud humana. Los estudios realizados en India, Kenia, Indonesia,
Myanmar y Tanzania demostraron que el estado nutricional medido en cuanto a talla, peso e

incremento en cl grosor de la piel mejoraba después de la desparasitacion.®

Se sabe que la infeccion por A. lumbricoides esta asociada a una mala digestion de las grasas
y a la reduccion en la absorcién de vitaminas. La infeccién masiva por este parasito causa dolor
abdominal, debilidad, pérdida de apetito, nauseas, estreflimiento o diarrea. Por otro lado,

Ancyl, duodenale y Ne americanus son parasitos que se alimentan de sangre y producen

- s

esta fuer asc a ia por defici ia de

pérdida crénica de sangre; estas infe

hierro, lo que afecta de manera importante el crecimicnto de los nifios, el aprovechamiento escolar,

el embarazo y la productividad en el u—abajo.2

Otra de 1a helmintiosis importantes como problema de salud publica en paises tropicales es la
tricurosis o tricocefalosis. El grupo de edad con mayor riesgo son los preescolares, millones de nifios
infectados tienen retraso en su crecimiento y desarrollo®. Las cargas parasitarias elevadas de 7.

trichiura provocan el sindrome ico, la di ria crénica, prolapso rectal, y anemia por

deficiencia de hierro y tasas de crecimiento muy reducidos.®

La enterobiosis (oxiuriosis) causada por Enterobius vermecularis, provoca diarrea y, cuando

los pardsitos entran a la vagina, producen vulvitis y vaginitis.

At M 11

Ademas, las infecciones por helmintos en la g; ia consider la

produccién de leche, grasa, carne, huevos, mantequilla, lana, piel, teniendo, por tanto, un fuerte

impacto socioeconémico en paises con industrias ganadera y lactea.

1.2. Protozoosis

En lo que sc refiere a las infecciones por protozoarios se sabe que invaden preferentemente el
tracto gastrointestinal, ademas de higado, bazo, la circulaciéon sanguinea y otras cavidades. Las
protozoosis intestinales mas importantes para el hombre son la amibiosis, giardiosis, tricomoniosis,

negleriosis y toxoplasmosis.
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Entamoeba histolytica, agente causal de la amibiosis, afecta a casi 50 millones de personas
alrededor del mundo, de los cuales, cerca de 100 mil pacientes mueren cada afio.® Provoca diarreas,

estreiiimiento de caracter intermi , flatulencia y dolor abdominal de tipo espasmédico.

La giardiosis ¢s otra enfermedad li extendida que infe a casi 200 millones de

personas en ¢l mundo.® Mas del 60 % de los nifios infectados con Giardia lamblia desarrollan
sintomatologia asociada con diarrea explosiva, flatulencia y dolor epigastrico. Se ha observado que
las cargas parasitarias elevadas interfieren con los mecanismos de absorcién de grasas y vitaminas

liposolubles, asi como la absorcién de lactosa, glucosa, xilosa y vitaminas A y Bi2.4

La tricomoniosis es una infeccién de transmisién sexual do por Trich vaginalis,

que generalmente invade la vagina y los tejidos uretrales. Mas de 200 millones de personas
alrededor del mundo sc infectan con este parasito cada afio,' provocando descargas vaginales y ardor

vaginal.

1.3. Epidemiologia de Enf dades parasitarias en México

P

1.3.1. Ascariosis, oxiuriosis y otras helmintiosis

Las infecciones por estos helmi intestinal ig iendo un probl de salud priblica,

debido a que junto con las amibiasis, estin dentro de las 20 principales causas de enfermedad en

Meéxico.

La distribucién de la ascariosis por grupos de edad se concentra en los grupos de individuos
menores de 15 afios, con una incidencia mayor en la poblacion de 1 a 4 afios.* En este grupo ha
habido una disminucién en la tasa de morbilidad de 1995 al afio 2001.7 Después de 15 aifios, la
infeccion disminuye a tasas menores a 500 casos/100 000 habitantes. Por otro lado, no existen
diferencias significativas en las tasas de morbilidad en el resto de los grupos de edad durante los

afios analizados.*
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La infeccion por oxiuros afecta principalmente al grupo de individuos menores de 15 afios,
sin embargo, las tasas mis altas se encuentran en ¢l grupo entre 1 y 4 aiios, en este caso la tasa llega
a los 500 casos/100 000 habitantes, tasa observada en ¢l afio 1995; a partir de ese aiio se observa una

disminucién en la tasa hasta 260 casos/100 000 habitantes en ¢l afio 2001. En el resto de los grupos
dose en menores a 100 casos/100 000

de edad la distribucidon es muy homogé "

habitantes.
de las en Méxé <t 2001
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Figura 1. Datos cpid 1ogi de las helmintiasis en ico por grupos de edad durante ¢l 2001

Dentro del grupo de enfermedades clasificadas como otras helmintiasis estan las
hi >lepiosis. En este caso, las tasas de

estrongilodisis, necatorisis, trichuriosis, 1 i iosis e
morbilidad en nuestro pais son ain mas altas que las observadas en ascariosis. El comportamiento
de 1a distribucion de la infeccion por grupos de edad nuevamente se concentra en los grupos dec edad
menores a 15 afios,* lo que coincide con lo encontrado en la amibiosis intestinal y la ascariosis. En

este caso las tasas promedio de morbilidad a nivel nacional en los 6 aiios analizados estan entre 700
y 1 000 casos/100 000 habitantes. Las tasas de morbilidad del resto de los grupos de edad no se han

modificado a través de los afios estudiados cuyas tasas s¢ manticnen en alrededor de 500 casos/100

TESIS CON .
FALLA DE ORIGEN

000 habitantes.”
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1.3.2. Amibiasis intestinal y giardiosis

La amibiosis intestinal tiene una alta incidencia en México. Los grupos de edad afectados
son principalmente los menores de 14 afios, pero las tasas de morbilidad mas altas corresponden a
los menores de 1 afio.*” En nuestro pais, las tasas mayores de morbilidad de la giardiosis se

observan en los grupos de menores de 5 aflos, €l punto maximo corresponde al grupo de nifios entre

1 y 4 afios.
d ia de Ins Prot is en México durante el 2001
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Figura 2. Datos cpidemiologi de la ibiasis i inal y de 1a giadiosis por grupos de edad.
1.4. Losb imid B far antih

El interés en el anillo de bencimidazol como un micleo para desarrollar farmacos con
potencial actividad se establecio en 1a década de los 50°s cuando se encontro que el 5,6-dimetil-1-(a-
D-ribofurasonil)bencimidazol (1) cra parte integral de la estructura de la vitamina B,2.
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El descubrimiento en 1961 de que el 2-(4-tiazolil)bencimidazol (Tiabendazol, 2) presentaba
una potente actividad y amplio espectro contra parasitos gastrointestinales abrié una nueva era en el
tratamicento de las enfermedades parasitarias mediante el disefio de una nueva generacién de
antihelminticos.

Sin embargo, ¢l Tiabendazol tiene la desventaja de ser facil bolizado al 5-

hidroxitiabendazol (3), el cual posee una vida media de sélo 11 minutos en ratas,’® reduciendo asi,
la efectividad del farmaco. Para prevenir esta hidroxilacion enzimatica en la posiciéon 5, los

investigadores de la casa Merck sintetizaron una variedad de tiabendazoles sustituidos en 5, de los

cuales el 2-(4-tiazolil)-5-[(isopropilcarbonil)amino]lbencimidazol (cambendazol, 4) mostré una
mejor actividad antihelmintica, debida probablemente, a su tiempo de vida media 10 veces mas
larga que el del Tiabendazol.'

R
RN Nﬁ 2R=H
| >——§/ 3 R=0OH
N S 4 R = NHCOO-iPr

Otro avance en el estudio de las relaciones estructura-actividad de los bencimidazoles fue

realizado en los laboratorios Smith Kline & French, donde se ré que la itucién del anillo
de tiazo!l del Tiabendazol por un grupo tiocarbamato dujo al comp > 5 con una elevada
actividad antihelmintica.® Posteriores investigaciones en esta dir i6 I en la si is de 2-
acilaminot imidazoles (6), b imidazol-2-cart >s de alquilo (7) y los 2-bencimidazolilureas

(8) con marcada ;ctividad antihelmintica

N ﬁ 5 X=8S, R=OEt
\>_ e— 6 X =0, R = Alquilo
©Z NH—C—R 7 X=0, R = Alcoxi
N 8 X=0, R=NRR,
H
La actividad éptima fue observada en los b imidazol-2-carb >s de metilo sustituidos

en la posicién 5(6), lo que llevé al descubrimiento del 5-butilbencimidazol-2-carbamato de metilo
(perbendazol, 9). Posteriormente, varios farmacos (10-14) fueron introducidos en medicina
veterinaria y humana (Tabla 2).
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Tabla 2. A}, i élicos utilizados en medicina clinica
Ry N
Tro
N
\
H
Compuesto Nombre R, R;
9 Parbendazol NHCOOCH; n-Bu
10 Mebendazol NHCOOCH; COCHs
1 Filuobendazol NHCOOCH, COCsH.F-4
12 Ciclobendazol NHCOOCH; COC;H;s
13 Albendazot NHCOOCH; S-nPr
14 Fenbendazol NHCOOCH, SCeHs

En la actualidad, el albendazol (13) se ha caracterizado por ser ¢l bencimidazol con el
espectro antihelmintico mas amplio que se ha obtenido hasta la fecha. El albendazol en dosis tnicas

de 400 mg ha sido efectivo contra casi todas las infecciones intestinales ocasionadas por nematodos:
duod le y N. ameri El mebendazol ha sido

A. lumbricoides, E. vermicualris, T. trichiura, A.
intico es similar, requiere de tres

desolazad ™ hal
C > por el dazol ya que aunque su esp o antih

dias de tratamiento para las helmintiosis intestinales.

1.4.1. Relaciones Estructura-Actividad en Bencimidazoles
Los sitios donde se”han llevado a cabo las principales modificaciones estructurales en el
imidazol para ob j farmacos antihelminticos se p en la Figura 3.

nicleo del b

Sitio C: Cambios en el Sitio B: Cambios en la
I del sustituy

volumen estérico del
sustituyente en posicién 5(6) en la posicion 2
\ N /
| “>—nncoocH,
N
Sitio D: Cambios en la H \
Sitio A: Sustitucion del atomo

naturaleza molecular del N o
anillo de bencimidazo) de hidrégeno de la posicién |

Figura 3. Sitios donde se han llevado a cabo cambios estructurales en el anillo de bencimidazol.®
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Sitio A. Una enorme cantidad de 1-alquil, 1-aril, 1-arilalquil y 1 ilb imidazoles han sido

sintetizadas con la intencién de entender el papel del atomo de hidrégeno en la
actividad antihelmintica. Pero parece que la presencia del hidrégeno en la posicion 1
del bencimidazol es necesaria para la actividad antihelmintica debido a que todos los
intentos en la preparacion de bencimidazoles 1-sustituidos conducen a una

disminucién (diez a veinte veces) o pérdida de la actividad.'5®

Sitio B. La presencia de un grupo carbamato es ial para p iar la actividad. El cambio
por un grupo amida reduce la actividad unas diez veces, mientras que la funcidn
amina elimina la actividad. El incremento en el tamafio del carbamato de metilo a
etilo puede incrementar la actividad 1.2 a 2 veces. Sin embargo, incrementos mayores

como carbamatos de propilo, butilo y pentilo, reducen la actividad.®

Sitio C. Los 5(6)-alquil, cicloalquil, fenil y heteroarilcarbonilbencimidazol-2-carbamatos
mostraron elevada accion antihelmintica,! siendo el mas efectivo el 5(6)-
benzoilbencimidazol-2-carbamato de metilo (mebendazol, 10). También se
prepararon una serie de 5(6)-alquiltiob imidazol-2-carb S que, junto con sus
sulféxidos, mostraron gran actividad.® E! fenbendazol (14) y el albendazol (18),

exhibieron la actividad antihelmintica de méas amplio espectro.

Sitio D. El reemplazo del NH del nucleo de bencimidazol por S, o O para formar

benzotiazoles y benzoxazoles P elimi la actividad. Por otro lado,

los indoles poseen baja actividad.®

1.4.2. Moadifi i en la posiciéon 5(6) del anillo de bencimidazol

La presencia de diversos grupos en la posicion 5(6) de bencimid les 2-sustituidos s un

factor importante para determinar el perfil biolégico de los compuestos de esta clase. Los
sustitutyentes en esta posicion no solo protegen a la molécula de sufrir una ficil hidroxilacién en la

1 4

posiciéon S5, r 1o en bolitos débil activos o inactivos, sino que también ayuda a

establecer una respucsta terapéutica contra helmintos entéricos y helmintos que habitan los tejidos.

10



Antecedentes

Asi, la introduccién de un grupo funcional carboxamida 5 considerabl aite el perfil

biolégico de los S5S-aminocarbonilb imidazol-2-carb S T 1 debido a que los

compuestos generados mostraron un amplio espectro de actividad contra varios helmintos

intestinales y sistémicos (185).°
o

N
N N
) >—NHCOOCH3
R N

H

15

Ry

Los compuestos de este grupo que mostraron mas efectividad fueron 16, que presentd casi
100 % de actividad macrofilaricida;'**® mientras que el compuesto CDRI 87-144 (17) mostré un

amplio espectro de actividad contra helmintos intestinales'®.

(o} fe)
N N
HN N :
‘I{ \\>_NHCOOCH3 /C' )‘K@: > NHEOOCH:
N N
H H,C H

16 17
R = Et, iPr, iBu CDRI 87-144

1.4.3. Modifi i en Ia posiciéon 2 del anillo de bencimidazol

A pesar de que los bencimidazol-2-carbamatos poseen un amplio espectro de actividad
contra diferentes helmintos intestinales, pricticamente todos ellos son insolubles en agua. Esto
provoca que tengan una pobre absorcién a través del tracto gastrointestinal y sean, por tanto,

d dad

» enfer

débilmente activos o ineficaces contra helmintos que invaden los tejidos

como la filariosis, triquinelosis, dracunculiosis, hidatidosis y cisticercosis.

En un intento para aumentar la solubilidad de los bencimidazoles, se sintetizdé al
triclabendazol,® 6-cloro-5-{(2,3-dicloroenil)oxi]l-2-(metiltio)-1 H-bencimidazol (18), otro tipo de
bencimidazol antihelmintico. En este compuesto se aprecian dos sustituyentes en las posiciones S y

11
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6, ademas de la presencia de un grupo metiltio (-SCH3) en lugar del carbamato de metilo en la
posicién 2. Con estos cambios estructurales se disminuy6 ia polaridad y al mismo tiempo se

incrementd la absorcidn de tal forma que, estudios realizad en hy »s, mostraron resultados
satisfactorios contra Fasciola hepatica, helminto de di i ion sistémi a dosis de 10 y 12
mg/kg.'!

cl N

T e
O N
Cl H
Cl
18
Triclabendazol

Con la finalidad de preparar nuevos compuestos antihelminticos y poder obtener mas

informacién acerca de los requerimientos estructurales para la actividad biol6gica, en nuestro rupo

de trabajo, se diseflaron y sintetizaron nuevas carbc idas b imidazélicas las cuales tienen un
grupo aminocarbonil en la posiciéon $ y un grupo metiltio cn la posicidon 2; combinando de esta
manera las caracteristicas del triclabendazol y del CDRI 87-144.'2 Dentro de estas nuevas
carboxamidas, 19 y 20 tuvieron una reduccién similar al la del albendazol sobre la capacidad

metabdlica de las larvas lares de Trichinella spiralis con respecto al albendazol (Tabla 3).
Tabla 3. Actividad antih H de al carb idas que bi Ias caracteristicas del
triclabend 1y del P CDRI 87-144"

[e]
N N
\>-——scn,
R Ry N\
H
% de reduccién de fa idad dbolica de Ias larvas de T. spirallis

Compuesto R, Rz Concentracién (uM)

3.77 0.377 0.0377 0.00377 0.000377
19 Cl H 48 29 19 15 12
20 Cl CH; 35 25 23 18 9
Albendazol 46 3s 27 25 18

12
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1.5. M i de ién de los b imid; 1

1.5.1. Microtibulos y tubulina

Los microtibulos son estructuras fibrilares y poliméricas de tubulina que son comunes en la
mayoria de las células eucaridticas.

La tubulina es una proteina globular que se compone de dos subunidades denominadas a y 3,
de 55 000 y 53 000 Da y de una longitud secuencial de 450 y 445 aminoacidos respectivamente. La
tubulina es una proteina de union al trifosfato de guanosina (GTP) que contiene sitios de alta
afinidad tanto para iones Ca®>* como para iones Mg?*. La hidrélisis de GTP esta directamente

acoplada con la polimerizacién de los microtibulos.

La participacion de los microtibulos en el ambiente intracelular es de gran importancia, ya
que estan involucrados en procesos fisioldgicos que se basan en su capacidad para polimerizarse y

despolimerizarse, y entre los que estan: -

= Formacién del huso acromatico en la divisién celular
= Transporte intracelular

* Secrecién celular

®* Absorcién de nutrientes

* Mantenimiento de la forma celular

Estas funciones pueden ser bloqueadas tanto por ag que i el blaje como por

aquellos que inhiban la despolimerizacién de los microtiibulos.

La interrupcién del equilibrio tubulina-microtibulo puede ser ocasionado por sustancias
conocidas como inhibidores de microtibulos (producidos por hongos, plantas, organismos marinos,
de origen sintético), provocando una cascada de cambios bioquimicos y/o fisioldgicos en el
ambiente intracelular lo que trac consigo, la pérdida de la homeostasis celular. La mayoria de estos
inhibidores son capaces de unirse a los microtubulos por ¢l extremo extensible de éste, inhibiendo su
crecimiento; mientras que el microtibulo puede estar disocidandose por el otro extremo, ocasionando
con esto, la pérdida neta de la longitud del microtibulo. Es por eso quc los efectos letales son mis

evidentes en las células en division o en crecimiento.



Antecedentes

1.5.2. B imid, 1 2-carb de metilo
Estudios de inhibicién de la polimerizacién llevadas a cabo con muestras de tubulina

procedentes de varios organismos, han mostrado que los bencimidazol 2-carb » de metilo (como

albendazol y mebendazol) se unen en el mismo sitio que lo hace la colchicina, el cual parece estar

localizado en la subunidad B de la tubulina entre los aminodcidos 239 y 354.%

Se ha postulado que esta unién podria deberse a una reaccidén de sustitucidén nucleofilica
entre el grupo carbamato de metilo y los grupos sulfhidrilos de las cisteinas localizadas en la B
tubulina. Se cree que en esta region se lleva a cabo el ensamblaje de las unidades de tubulina que

dan lugar al crecimiento de los microtibulos.

Los bencimidazoles 2-carbamato presentan accién selectiva sobre la tubulina de las células
de los nematodos que sobre la de mamiferos. Estudios in vivo de mostraron que el fenbendazol y el
mebendazol fueron 250 y 400 veces, respecti mas po como inhibidores de la tubulina

de Ascaris suum, en comparacién a la tubulina de mamiferos.'?

1.5.3. Triclabendazol

Py 1

A pesar de que los ber 2-carb de metilo tienen un amplio espectro de

actividad contra muchos helniintos intestinales, p una actividad minima contra organismos

contra los estadios jévencs.'* Por otro lado, mientras que el
triclabendazol es altamente especifico contra F. hepatica, no tiene actividad contra nematodos,

maduros de Fasciola hepatica y g

céetodos y algunos trematodos. Estudios utilizando los inhibidores de microtibulos colchicina y
tubulozol-C han sugerido que la falta de actividad de los b imid 1 14si sobre F. hep

puede ser debido a alteraciones en 1a parte de la B-tubulina que esti asociada con cl sitio de unién de

la colchicina, y que el triclabendazol puede tener un sitio blanco alternativo sobre la p-tubulina.
Mediante estudios dc microscopia electronica se observé que el metabolito del triclabendazol, el
sulféxido de triclabendazol, inhibe el transporte de los cuerpos de secrecién de las células
tugumentarios en F. Hepatica, indi do un ismo de inhibiciéon de la polimerizacién de los

microtibulos.'?



Antecedentes

1 6 sibhel

1.6. Trichinella spiralis delo biolégico para la ev

El ciclo de vida de Trichinella spiralis permite establecer un modelo para el estudio de
infecciones por helmintos debido a que es relativamente corto e incluye las fases entérica y parental;
ademas, los sintomas asociadas con la enfermedad pueden ser reproducidos en animales de

experimentacién, como ratas y ratones.
1.6.1. Ciclo de vida de Trichinella spiralis

El ciclo de vida de T. spirallis se desarrolla compl ite cn un hué d y consta de tres

fases de desarrollo: larva muscular (LM), larva adulta (LA) y larva recién nacida (LRN).'® El ciclo
se inicia cuando el hombre, animales domésticos o silvestres comen carne que contiene LM viables

del parisito, las cuales son liberadas de la camne en el medio cstomacal, pasan al intestino delgado
invadiendo cl epitelio intestinal, donde aproximadamente a las 30 horas maduran a sus formas
adultas. En este estadio los adultos se localizan en las cavidades del duodeno y yeyuno. El tiempo
normal de permanencia de 7. spirallis en el intestino de ratén suele ser de aproximadamente de 1
mes o menos. En el intestino se lleva a cabo la cépula, las hembras comienzan a producir huevos
que se desarrollan en el Gtero para dar lugar a LRN. A partir del quinto o sexto dia de la infeccién se
expulsan larvas méviles, aproximadamente hasta S00 larvas por hembra pueden producirse. Las
LRN atraviesan el epitelio intestinal hasta llegar a vasos linfaticos y la corriente sanguinea, luego se

alojan en corazén, cerebro, liquido cefalorraquideo y cavidades corporales, después vuelven a entrar

en la circulacién i para final invadir musculo esquelético. La invasién méxima se
observa en musculos relativamente carentes de glucdgeno, como el diafi los mu fos de la
laringe, Ja lengua, el abdomen, los espacios int 1 los biceps, los pectorales, los gemelos, ¢l

deltoides y otros miisculos que mantienen una actividad constante lievando a cabo una destruccién

parcial de estas fibras invadidas.
Una vez que las LRN alcanzan las fibras musculares estriadas penetran activamente en su

interior, crecen, maduran a LM e inducen un fenémeno de adaptacién con su célula huésped. Con la

maduracion de las LM se completa ¢l ciclo de vida del parasito.

15
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1.6.2. Ensayo colorimétrico con sal de tetrazolio (MTT) y Ifato de 1« i ™MS)

Existe un método para determinar la viabilidad celular que se basa en la reduccién de la sat
de tetrazolio (MTT) a formazan por deshidrogenasas de células viables (Figura 4).

NAD* NADH
H3C H,C
>\(CH3 }\(CHJ
_— N _—
N
B N NH \ NH
PMS, -
+ nd
0~
N
=7
N
MTTF Azul de Formazdn
Figura 4. R i6n de la reduccidn celular del MTT lizada por PMS"

El formazan es un compuesto de color azul oscuro y su intensidad puede medirse por
espectrofotometria. Este método se ha pleado exit para medir la viabilidad de diversas
células,'$ pr do una t correlacién entre el nimero de células viables y la

3 < 103

éptica.'” Por otro lado, este procedimiento se adapté para determinar la viabilidad de las larvas
musculares de 7. Spirallis,'*'® tras su exposicién a compuestos de tipo bencimidazélico. Con el

objetivo de disminuir tiempos de incubacidn se utiliza el d. Ifato de fc ina (PMS)
como catalizador de la reaccién.
1.7. Los b imid 1 fhr ip rios

Partiendo del hecho de que los b imidazoles 2-carb > i inhibiendo la

polimerizacién de la tubulina y que el protozoario Giardia lamblia posee un citoesqueleto formado

Therd

1y el bendazol son activos in vitro

principalmente por microtibulos, se demostré que el
contra los trofozoitos de este parasito. Se encontré que estos bencimidazoles son de 30 a 50 veces
mas activos que el metronidazol. Ademas, estudios in vivo demostraron que estos dos
bencimidazoles resultaron ser 1 giardicidas.?® Se encontré que de 3 a 4 dosis de

albendazol (79-100 mg/kg) son efectivas para erradi a los trofozoitos del intestino, asi como para

16
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eliminar la excrecién de sus quistes. Ahora se sabe que la dosis ideal es de cinco dosis de 400 mg
cada una (95 % de eficacia terapéutica). Estudios de microscopia electronica han demostrado un
efecto selectivo sobre la tubulina del disco de adhesiéon de G. lamblia, asi como sobre sus giardinas,

después de una exposicién a albendazol.

Con base en estos resultados obtenidos se planted la posibilidad de que estos bencimidazoles

N &di b

tambi¢n pudieran ser utilizados contra otros protozoarios de impor w como E;
histolytica, pero los resultados hasta ahora revelan que el albendazol no posee actividad

antiamibiana, sino solamente antigiardidsica.
1.7.1. 1-Metilbencimidazoles

Con el propédsito de contar con informacién basica sobre los requerimientos estructurales
para la actividad biolégica, en nuestro grupo de trabajo se diseflaron y sintetizaron una serie de 1-
metilbencimidazoles en los cuales las posiciones 5 y 6 presentan el siguiente patrén de sustitucion:
atomo de cloro en 5 6 6, diclorado en 5 y 6, y ninguna sustitucién (21). La introduccién del s&tomo
de cloro se hizo para impedir la inactivacion metabélica, asi como conferir mayor liposolubilidad a

los compuestos.
R, N
S,
N
\

CH,

Ry
21
R,= H, Cl; R;=Cl, H; R,= -CH,, -NH,, -SH, -SCH,

En la posicién 2 se observan isésteros clasicos: ~CH3, ~NH; y —SH, ademas del —SCHj3 que
tmintica (triclabendazol). La introduccién del grupo metilo en la

ha mostrado actividad antih
posicién 1 se consideré por los motivos siguientes: evitar el efecto tautomérico que efectiia la

molécula de b imidazol, lo que permite tener compuestos con estructuras bien definidas;

disminuir la polaridad, con el fin de incrementar la liposolubilidad y la absorcién.

17
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La mayoria de estos 1-metilbencimidazoles fueron mas activos que el metronidazol contra
los trofozoitos de Entamoeba histolytica.?' También resultaron efectivos contra los trofozoitos de G.
lamblia, especialmente los compuestos 22 ¥ 23 que resultaron 10 y 5 veces mas activos que el
albendazol (Tabla 4).

Tabia 4. Actividad antiginrdid de 1-metilbencimidazotes clorados.*
R, N
Dan
R3 N
CH;
Compuesto R Rz Ry CLso (pg/mL)
22 H Cl CH, 0.001
23 H Cl NH; 0.002
Albendazol 0.010
Metronidazol 0.210
CLso= C: i6n que corresponde a la muerte del 50 %6 de los trofozoitos.

En estudios de microscopia eclectrénica y de barrido se observé que los 1-

metilbencimidazol un dafio importante a nivel de membrana en los trofozoitos de G.
lamblia?* sin afectar el citoesquelero, en comparacién con el dafio do por el albendazol, dond
se observé alteracién importante en el disco de adhesion. Lo que sugi un ismo de i6n
diferente.

Basandose en estos resultados se concluyé que para que un bencimidazol presente actividad
contra Giardia lamblia no necesita de los requisitos estructurales clasicos para la actividad
antihelmintica, tales como un grupo metoxicarbonilamino en la posicién 2 o un grupo alquiltio o
aminocarbonil en la posicién 5.
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1.8. G alidades sobre B imid, L

La estructura 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, esto es, un
benzoimidazol. La molécula de bencimidazol se encuentra en equilibrio tautomérico protonico,
donde ¢l proton de la posicion 1 puede migrar a la posicion 3. Cuando el anillo bencenocide esta
sustituido asimétricamente, el equilibrio tautomérico se establece entre dos tautémeros

(inseparables) con la relacion del sustituyente 1,5 y 1,6 (Figura 5).2

R 4
s \ e
o g

T < o con rclacion cstr 1 Tautdmero con relacion estructural
1,5 1.6

Figura 5. Tautémeros del bencimidazol

Sin embargo, en bencimidazoles N-sustituidos el tautomerismo no es posible y cuando el
anillo bencenoide esta sustituido asimétricamente se pueden aislar y caracterizar dos compuestos
distintos, isomeros no equivalentes. Asi, la N-metilacién del 5(6)-clorobencimidazol produce una

mezcla de metilbencimidazsles, con 1a realciéon estructural 1,5 y 1,6 (Figura 6).

3
as 2 N 4 /CH3
Cl 6 1
\: 2
R >—R
6 Ny 1
7 \ s
CHj a 3
Figura 6. Isé os b imidazoli {sc pueden scparar).

1.8.1. Si is de B PRI 1.

En general se puede decir que la sintesis de derivados del bencimidazol procede a través de

dos pasos: primero se prepara la 1,2-feniléndiamina sustituida adecuadamente, y posteriormente se
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forma el anillo con los reactivos necesarios, seglin los sustituyentes que se requicran en la posicion 2

(Figura 7).2%
NH, N
. e e TS
NH, N

H
Figura 7. Método gencral de preparacion de derivados del bencimidazol.

Asi por ejemplo, para la sintesis de 2-mercaptobencimidazoles. las 1,2-feniléndiaminas se
tratan con disulfuro de carbono y potasa en solucién alcohélica (Figura 8).24?° Ademas, si el 2-
mercaptobencimidazol se hace reaccionar con yoduro de metiio en medio basico se obtienen los
derivados 2-metiltiobencimidazélicos (Figura 9).2

NH, N
KOH = AN
R’ + Cs, R' | >—su
EtOH .
NH, :

Figura 8. Método de sil is de 2-mercaptob imidazol
N N.
R’ \>—SH CHI g \>—scu3
N EtOH/NaOH N
H H

Figura 9. Método de preparacion de derivados 2-metiltiobencimidazoles.
1.8.2. Sintesis de 1-metilbencimidazoles
1.8.2.1. A partir de bencimidazoles
La A-metilacién directa del anillo bencimidazolico utilizando acetales dimetilados de

dimetilformamida bajos condiciones anhidras, representa una alternativa cuando la molécula de

bencimidazol es simétrica (Figura 10). %7
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OMec OMec
R N T Tol R
\>——R + /N I OMec olucno \>—R
N H,C OMec N
H \
OMc OMc CH;

Figura 10. N-metilacion dec bencimidazoles con acetales dimetilados

Esta técnica presenta una gran ventaja, ya que se alcanzan mayores rendimientos que cuando
se usa sulfato de dimetilo o yoduro de metilo en medio basico; ademas, la preparaciéon del acetal se
realiza sin dificultad o incluso estan comercialmente disponibles.

La reaccion de metilacion via aminacidn reductiva usando paraformaldehido y

cianoborohidruro de sodio en acido acético®® es otra alternativa atractiva para la formacion de 1-
metilbencimidazoles con rendimientos aceptables (Figura 11).

R.

N CHO)WNaBH,CN R
| \> (H )n/NaBH, \>
. N CH,COOH ri N
H n
3

Figura 11. Mectilaciénde b imidazoles via inacid

reductiva.

La metilacion directa con yoduro de metilo de bencimidazoles sustituidos en las posiciones 5
y 6 con diferentes grupos, lleva a la obtencion de una mezcla de dos isémeros®® (figura 12).

Rz N R, N Ry N
N CH Nk pu—
N Basc N "
R3 X RS \ R3
H CH;
Figura 12. Metilacién de b. imic les 5,6-di: ituid
Dado que estas mezclas son dificiles de separar, se ha optado por sintetizar a cada isomero
por separado empleando a la N-metil-1,2-feniléndiamina adecuad sustituida, las cuales se
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preparan a partir de sus precursores inmediatos, la N-metil-o-nitroanilinas. Existen varios métodos
reportados para la preparacién de estos precursores. A continuacién se describen los mas
importantes.

1.8.3. Sintesis de N-metil-o-nitroanilinas

1.8.3.1. A partir de orro-cloronitr

A )

En este procedimiento se somete un o-cloronitrob > sustituido, a una

reaccién de sustitucién nucleofilica aromatica empleando metilamina en etanol®® (Figura 13).

R, NO, R, NO,
CH,NH,

EtOH, A
Ct ’ NHCH;,

Figura 13. Sintesis de N-metil-o-nitroanilinas por SyA del 2—cloronitrobenceno

Este tipo de reacciones tiene la desventaja de utilizar un reactor para alcanzar presiones y
temperaturas elevadas asi como €l de tener tiempos de reaccion prolongados y obtencién de

productos secundarios, principalmente el de doble sustitucion®'.
1.8.3.2. Por metilacién dirccta de o-nitroanilinas.
Por medio de una reaccién de Sn2 de algunas o-nitroanilinas, en un reactor de acero se

pueden obtener las correspondientes N-metil-o-nitroanilinas.®' (Figura 14) Se obticnen bucnos

rendimientos, pero ¢l inconveniente de este método es la corrosion del reactor.

R, NH, R, NHCH;,
CH,1
CH,OH

R3 NO, Presion R2 NO,

Figura 14. Metilacion directa de o-nitroanilinas
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1.8.3.3. Por N- ilacién de tanilidas ( idas)

Un método alternativo para la N-metilacién ha sido reportado recientemente,”!*2 el cual
utiliza el derivado acetilado de la amina comespondiente y que a su vez tienc un grupo nitro en
posicién orfo. La acetanilida se disuelve en monoglima y se trata con sulfato de dimetilo y potasa
acuosa (Figura 11). Este proceso es una modificaciéon del reportado por Brehme** donde 1la
acetanilida se disuelve en benceno y se trata con sulfato de dimetilo, sosa acuosa y un catalizador de

transferencia de fase.

R NO
R, NO, ! 2
1. (CH,),SO,/glima
e e
R NCOCH
R NHCOCH, 2 KOH/H,0 3 I 3
CH;

Figura 15. N-metilacién de acetanilidas que poseen un grupo nitro en posicion orfo.

1.8.4. Sii is de carb. id

Las carboxamidas, tienen la estructura RCONR;. El témino es utilizado como sufijo en la

nomenclatura sistemadtica para denotar el grupo —CONH,.

Es dificil elaborar carboxamidas directamente por reaccion entre acidos carboxilicos y
aminas, debido a que la reaccién acido-base entre ellos da como resultado la formacién de la sal.
Entre los procedimientos reportados para la preparacién de carboxamidas se han adoptado las
condensaciones entre dcidos carboxilicos y aminas, via la activacién del acido. Estas reacciones
involucran el aislamiento o formacién in situ de derivados reactivos de acidos,>® por ejemplo

halogenuros de dcido, anhidridos, amidas activadas y ésteres activados.
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1.8.4.1 A partir de halogenuros de écido

Este método consiste en la reaccion de halogenuros de acilo con amoniaco o aminas. Deben
emplearse dos equival de i o alg otra base como piridina o hidréxido de sodio, para

que reaccione con el 4cido producido en la reaccién (reaccion de Schotten-Bauman)**>7 (Figura 16).

o
R —Ry R -
Cl 1~ N 1< Y Cl
+ TH —_— 1 + ?i' 2
Ry Rz Ra

Figura 16. For i6n de carb idas a partir de hal os de acido

[e]

1.8.4.2 A partir de éstcres

El tratamiento de un éster con amoniaco generalmente en solucién de alcohol etilico, da la

carboxamida, esta reacciéon es poco utilizada (Figura 17). 38

o
OCH; NH, NH,
_— -
Eon + CH,0H

Figura 17. Formacién de carboxamidas a partir de ésteres

1.8.4.3. A partir de icidos utili do un activante

Recientemente se han utilizados agentes activantes tales como carbodiimidas u otros agentes
activantes que permiten la preparacién de derivados reactivos de dcidos. Un método de preparacion
de carboxamidas, a partir de aminas y Acidos carboxilicos, utiliza la N,N'-diciclohexilcarbodiimida
(DCC), como reactivo activante. Produce buenos rendimientos. La desventaja es que la DCC es un

reactivo muy costoso (Figura 18).3°
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N=—C==N. H\
o o N

I r—t o
R—C—OH N

R;—NH,
e G H N
o OO Fa X
—C— 2
R—C—NHR, H/N\R, W
Figura 18. Formacién de carb idas utili do el ag pl pCcce

Otro método reportado para la preparacion de carboxamidas utilizando un agente acoplante
consiste en la reaccion entre acidos carboxilicos con 1,1 -carbonildiimidazol (CDI).*° Se forma el
intermediario imidazélido, al cual posteriormente se le adiciona la amina para finalmente obtener la

amida correspondiente. Este método reporta buenos rendimientos y es relativamente facil (Figura
19).

o

Py o o
NP TN N

Pl L

N
OH anhidrido mixto g/

&, co,
\
(o] N—H (e
R 2
R xlsz/ VD oe— — R Ny
Ro imidazélido ==
Figura 19. For ion de carb id ilizando CD1.
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2. PLANTEAMIENTO:DEL, PROBLEM

De acucrdo a lo establecido previamente en los antecedentes se sabe que:

1. Las carboxamidas 19 y 20 (Tabla 3) mostraron actividad antiparasitaria sobre las larvas
musculares de Trichinella spiralis.
2. Latautomeria protéonica inherentes a cllas da como resultado una mezcla de isbmeros (Figura

20).

Entonces cabe hacerse la siguiente pregunta: ;cual de los dos isomeros es el responsable de
la actividad biologica? Por lo que es indispensable contar con estructuras definidas para poder
establecerlo. Es asi que se pretende obtener los derivados I-metilados de las carboxamidas 19 y 20,
con relacion estructural 1,5, para saber cual isdmero conserva la actividad y para determinar si este

isbmero es el responsable de 1a actividad biologica.

[e] (o]
N 3 ng N s N1
\>——SCH3 —_— Y SCH;
N N
C 1 C
1 H 1 3
isémero 1,5 isomero 1,6
Flgura 20. T cria 5 n la carb ida 19 y que origina la existencia dc dos

isdmeros con las relac:ones cslructurals 1 5 y 1,6.

Por otro lado, como se sabe, los derivados 1-metilbencimidazélicos sintetizados previamente
por nuestro grupo han mostrado tener importante actividad antiprotozoaria, particularmente contra
Giardia lamblia, por 1o que cabe preguntar si también las carboxamidas 1-metilbencimidazolicas a
i

sintetizar tendran actividad giardicida; por lo que t se pr d al la actividad

antiprotozoaria in vitro contra este parasito.
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3. OBIETIVOS.

OBJETIVO GENERAL

* Sintetizar y evaluar la actividad antiparasitaria, antihelmintica y antiprotozoaria, de las
carboxamidas 1-metilbencimidazolicas 6-cloro-1-metil-2-metiltio-S-[(piperidinil)carbonil}-14-
bencimidazol a37) y 6-cloro-1-metil-5-[(4-metilpiperidinil)carbonil]-2-metiltio-1 /-
bencimidazol (38), con ¢l proposito de contar con informacién basica sobre los requerimientos

estructurales para la actividad antiparasitaria.

OBJETIV.OS; PARTICULARES.

* Sintetizar, purificar e identificar, por sus constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas.
a las carboxamid. 1-metilb imidazdlicas 37 y 38 a partir del acido 6-cloro-1-metil-2-

metiltio- 1 F/-bencimidazol-5-carboxilico (36) y utilizando el agente acoplante carbonildiimidazol
(CDI).

* Sintetizar, purificar ¢ identificar por sus cc fisicas,

pectroscopicas y espectrométricas a
los intermediarios quimicos mnecesarios para la formacion de las carboxamidas 1-
metilbecimidazdlicas 37 y 38.

e Evaluar in vitro la actividad antihelmintica de las carboxamidas 37 y 38 sobre las larvas

musculares de Trichinella spiralis.

e Evaluar in vitro la actividad antiprotozoaria de las carboxamidas 37 y 38 sobre trofozoitos de

Giardia lamblia.

* Adquirir conocimientos y experiencia en la sintesis de nuevas moléculas de interés farmacéutico.
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4. PROCEDIMIENTO:EXPERIMENTAL,

Este trabajo se divide en dos etapas. La primera parte involucra la sintesis de las
carboxamidas l-metilbencimidazolicas 37 y 38; la segunda, la parte biolégica, describe las pruebas
de susceptibilidad in vitro para Trichinella spiralis y Giardia lamblia en presencia de los

compuestos sintetizados.
4.1 SINTESIS DE LAS CARBOXAMIDAS 1-METILBENCIMIDAZOLICAS

La sintesis de las carboxamidas 1-metilbencimidazoélicas 37 y 38 se realizo a través de tres
pasos: primero se prepard a la N-metil-1,2-feniléndiamina 33; posteriormente ésta se convirtio al
acido 6-cloro-1-metil-2-metiltio- 1 H-bencimidazol-5-carboxilico (36), y por ultimo, 36 se utilizo

como materia prima para la sintesis de los productos finales.
4.1.1. Sintesis de la N-metil-1,2-feniléndiamina (33)

La sintesis de la N-metil-1,2-feniléndiamina 33 se llevd a cabo siguiendo la ruta de sintesis

mostrada en el Esquema 1.

La sintesis se inicié con el dcido 2-cloro—4-nitrobenzoico (26), cl cual se disolvic en DMF y
se traté con bicarbonato de sodio y sulfato de dimetilo en caliente. El 2-cloro-4-nitrobenzoato de
metilo obtenido (27) se sometié posteriormente a un proceso de reduccion catalitica para obtener el
4-amino-2-clorobenzoato de metilo (28). El catalizador empleado fue Ni-Rancy (30 %) para evitar
la hidrogenolisis. El producto de reduccién recién obtenido (28), se traté con anhidrido acético en
frio y se obtuvo ¢l 4-acetamido-2-clorobenzoato de metilo (29). Posteriormente, 29 se nitré con
mezcla sulfonitrica en frio y se obtuvicron dos isémeros nitrados; de los cuales el 4-acetamido-2-
cloro-S-nitrobenzoate de metilo (30) correspondid al grupo principal. El producto crudo se
recristalizd de metanol, lograndose separar a 30 con un rendimiento del 71 %. La N-metilacion de
éste compuesto con sulfato de dimetilo en medio basico llevo al 4-(N-metilacetamido)-2-cloro-5-

nitrobenzoato de metilo (31)
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El siguiente paso fuc la hidrélisis de 31 disuelto en metanol, por tratamiento con una

disolucion de KOH al 50% en agua. De esta manera se obtuvo el 4-metilamino-2-cloro-5-
nitrobenzoato de metilo (32), el cual se recristalizé de acetona. El producto purificado (32) se
sometié a una reduccién catalitica empleando Ni-Raney como catalizador. Después de determinar la
reduccion, el 5-amino-2-cloro-4-(metilamino)benzoato de metilo (33) se guardé bajo atmésfera de

nitrégeno para evitar su descomposicion.

COOH COOCH; COOCH, COOCH;
ci ci cl ci
n b <
_ - _— - —_— -
NO, NO, NH, NHCOCH;
26 27 28 29
d
COOCH;
H;3C00C NO, H3CO0C NO, cl
1 4 [3
-— -—
(o] NHCH, cl rl«cocH, NO
2 1 30
3 _ 3 CHy NHCOCH;,
3
HJCOOCﬁNHZ
Cy NH
33 CHy
Donde: a: NaHCO,/H,0, (CH,),SO,/DFM:; b: H,, Ni-Rancy/MecOH; ¢: CH;COOCOCH,/CH,COOH;
d: H,SO/HNO,; e: (CH,),SO/KOH, acetona; f: KOH/H,0, McOH; g: H,, Ni-Raney/EtOH-AcOEt.

Esquema 1. Ruta de sintesis para obtener a la N-metil-1.2-feniléndiamina 33.
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4.1.2. Sintesis del dcido 6-cloro-1-metil-2 tiltio-14-b imid 1-S-carboxilico (36)

El segundo intermediario clave, el acido 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1AH-bencimidazol-5-
carboxilico (36), se preparé de acuerdo a las reacciones que se muestran en €l Esquema 2. Una vez
obtenida la N-metil-1,2-feniléndiamina (33), se ciclocondensé con etil xantato de potasio generado
in situ con CS;, EtOH, KOH y H,O0. El 2 ptob: imidazol obtenido (34) se sometid después a

una S-metilaciéon con yoduro de metilo y potasa etandlica. La reaccién se llevé a cabo a una

temperatura de entre 60 y 65 °C con agitacién constante y bajo atmosfera de nitrégeno. Bajo estas
condiciones se formé el 6-cloro-2-mercapto-1-metil-1 f-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (34),
el cual se traté con hidréxido de potasio acuoso y, posteriormente, se le adicionaron 1.2 equivalentes
de yoduro de metilo. El producto, 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1/H-bencimidazol-5-carboxilato de
metilo (35) se recistralizé de etanol. Por ultimo 35 se suspendié en MecOH, la mezcla resultante se
Ilevé a una temperatura entre 50 y 60 °C y se traté con 2 equivalentes de hidréxido de potasio en
solucién acuosa. La mezcla de reaccién se vertié sobre agua fria y el pH se ajusté a 3-4 utilizando
una solucién de 4cido sulfiirico al 20 %. De esta forma se logré obtener el dcido 6-cloro-1-metil-2-
mctiltio-1 A-bencimidazol-5-carboxilico (36).

,COOC NH, H3;C00C N H;CO0OC. N
0~ ‘aieliS @ S et
[el} YIJH [o] N\ ci N\
33

CHj 34

HOOC. N
\>—scnJ
Donde h: CH,CH,OCSS K*/EtOH; i: KOH/H,0, CH,l/Acetona; a N

§: KOHW/EIOH

Esquema 2. Ruta de sii is para ot al P 36.
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4.1.3. Si is de las carb idas 1-metilb imidazélicas

La tercera y ultima parte de la secuencia sintética se muestra en el Esq 3der i6n
Para la formacién de los compuestos finales, el 6-cloro-1-metil-2-metiltio-5-[(piperidinil)carbonil]-
1H-bencimidazol (37) y el 6-cloro-1-metil-5-[(4-metilpiperidinil)carbonil}-2-metiltio-1 /-

b imidazol (38), se pendieron 2 equival de carbonildiimidazol (CDI) en diclorometano,
bajo atmoésfera de nitrégeno, y se agregd 36 (1 eq.) para formar el imidazélido (intermediario)

correspondicnte (Figura 19 de d ). 1 di después se afiadié la amina
correspondiente y se calenté a reflujo por 2 horas (Esquema 3). con lo cual se formaron los

productos esperados.

o
oocC. N
N C N N
>—SCH3 _ >—scn,
cl N Ry cr N
c CH
36 Hs 37 R,=H 3

. =C
Donde k: CDI/CH,Cl,; piperidina o 4-metilpiperidina 38 R,=CH,

——— — —————————————————
Esq 3.E de si is de las carb idas 1-metilb imidazélicas 37 y 38 a partir de 36.
4.2. PARTE BIOLOGICA
4.2.1. Evaluacion de 1a actividad antihel ica de las carb idas 1-metilb imidazélicas
Las larvas mu lares de Trichinella spiralis (fase parental) fueron obtenidas de acuerdo al

procedimiento descrito en la literatura.REF Para el ensayo se colocaron 1000 larvas en platos de
cultivo de 24 pozos (Nuclon), los cuales contenian medio RPMI 1640 y los compuestos a probar (37
y 38) a concentraciones de 0.037, 0.188, 0.377, 1.88 y 3.770 uM. Los parisitos se incubaron en una
atmosfera hiimeda de CO; al 5 % a 37 °C por tres dias, cambiando el medio y los compucestos cada
24 horas. El albendazol fue utilizado en este ensayo como control positivo y el disolvente (DMSO)

como control negativo. Después de’la incubacion, la viabilidad de los pardsitos se determiné por el

31



Procedimiento experimental

método colorimétrico basado en la reduccién de la sal de tetrazolio. Se realizaron dos experimentos

por triplicado cada uno de ellos.

PNy

dlicas

4.2.2 Evaluaciéon de Ia actividad giardicida de las carb idas 1-metilb

La cepa de Giardia lamblia IMSS:0989:1 fue cultivada en medio TYI-S33 modificado y
suplementado con suero fetal bovino al 10 %. Se incubaron 5 X 10% trofozoitos de Giardia lamblia
por 48 horas a 37 °C a concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0, 3.0 y 5.0 pg/mL de los compuestos 37, 38,
albendazol y metronidazol. Como control negativo se emplearon trofozoitos en medio libre de
compuestos y de farmacos. Posteriormente, los trofozoitos fueron lavados y subcultivados por otras
48 horas con medio fresco unicamente. Al final del periodo, los trofozoitos fueron contados y la
concentracién letal S0 (Clsg) fue calculada por analisis PROBIT. Los experimentos fueron
realizados por triplicados y repetidos dos veces.
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5. RESULTADOS

Los resultados se pr a conti ion, en el orden en el que se llevé a cabo el
procedimiento experimental. Primero se muestran los resultados obtenidos en la parte de sintesis y
después los generados en la evaluacion de la actividad antihelmintica y antiprotozoaria utilizando

Trichinella spiralis y Giardia lamblia respectivamente.
5.1. PARTE QUIMICA
A los compuecstos sintetizados se les determinaron algunas de sus propiedades fisicas, las

cuales se muestran en las Tablas S y 6. La caracterizacién de todos los compuestos sintetizados se
basd en los datos obtenidos en los espectros de IR, RMN 'H y masas (Tabla 7).

Tabla 5. Constantes fisicas de los intermediarios y p final d
a de Disolvente p.f
C P ) recristalizacién de R, COC)
(Y%) recristalizacién

27 97.8 89.2 Etanol 0.65° 76-77
28 99.1 91.2 Agua 0.43° 107-108
29 99.3 85.1 Tolucno 0.23° t13-114
30 97.6 71.0 Metanol 0.65° 140-141
N 96.2 82.2 Agua 0.21 88-90
32 72.1 79.2 Acctona 0,739 192-193
33" — - - - —
34 86.9 73.4 Acctato dc ctilo 0.53° 250-252
3s 95.4 83.5 Etanol 0.53¢ 135-136
36 89.7 86.3 DFM/ctanol 0.54¢ 290-291"
37 92.5 75.3 Etanolagua 0.48° 192-193
3s 88.9 NR — 0.48° 142-143

“No se aislé porque se p i POY CXP ién al aire, por lo que sc i ] ala
de ciclacién. *Funde con descomposicidn. ‘Sisterna 1. “Si 2. *Si clorofor 1 90:10. "Sistema
cloroformo-mectanol 80:20, con una gota de AcOH.
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Tabla 6. Constantes fisicas de los intermediarios y compuestos finales sintetizados

Cristal Anilisis el 1 Anilisis elemental Peso o on
bl tedrico ( % ) experimental (%) calculado M)
27 amarillos c (4457({;.?0()2'8”- c (44£2(3§.?5()2'76)' 215.59 215
28 blancos c (5",3-’()7';'55“34)' c (s'i:‘?;.";"‘()"'”)' 185.61 185
29 rosa claro c (5256(2'7'5()"'43)' ce28 '(2.:;'9()4-“”‘ 227.64 227
30 amarillos c (44];?262%"33)' c (43‘;19223 5(;"30)‘ 272.64 272
a amarillo c (46.:9()9,.;17()3.87). c (46.:,8()9_.15-!9()3.83). 286.67 286
3 amarillo c sl (9])I .l;ll()3.7 n c (44&0??'1 H S 3% 24463 244
g blancos - - 214.65 —-
wo b SEEMUOI  CULBEGIN men s
3 blancos (10355 (1185  N(029y Sis0y 27074 270
e v SOEREOT CUSDNOS en e
o wee SCERUGE SERUGIR e m
woghe SCEMEET we wwse  w

N.D. no se determind
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‘Tabla 7. Datoa

preparados

yesp icos de los intermediarios y compuestos finales

Compuesto

" Datos esp épicos y esp icos

No2
27
OOCH;
Cl
6
i
NH,
COOCH;
Cl
3
\E>, |
NHCOCH,

COOCH;,
ci2

[

NO,

NHCOCH;,
30

IR (KBr, cm™, espectro 1): 3099 (C-H aromitico), 2965 (C-H de COOCHS).
1720 (C=0 de COOCH,) 1528 ¥ 1356 (NO,), 1297 (C-O de COOCH;).

'H RMN (CDCl, 8 ppm, espectro 2): 3.99 (s, 3H, COOCH)), 7.98 (d, 1H, J,
= 8.7 Hz, H-6), 8.16 (dd, 1H, J, = 8.7 Hz, J,, = 2.4 Hz, H-5), 8.32 (d, 1H, J,, =
2.1 Hz, H-3).

EM (IE, m/z, espectro 3): 215 (M~, 36 %), 184 (M™—31, -OCH,;, 100 %)

IR (KBr, cm’!, espectro 4): 3426 y 3336 (NH;), 2951 (C-H de COOCHS),
1703 (C=0 de COOCH;), 1633 y 1597 (NH;), 1264 (C-O de COOCHj;), 1248
(C-N).

!RMN (DMSO-ds, 8 ppm, espectro 5): 3.71 (s, 3H, COOCH,), 6.17 (sa, 2H,
intercambio con DO, NH,), 6.49 (dd, 1H, J, = 8.4 Hz, J,, = 2.4 Hz, H-5), 6.61
(d, 1H, J, = 2.4 Hz, H-3), 7.62 (d, H, J, = 8.4, H-6).

EM (IE, m/z, espectro 6): 185 (M”, 45 %), 154 (M~—=31, -OCH;, 100 %).

IR (KBr, cm’!, espectro 7): 3260 (NH), 3089 (C-H aromaético), 1730 (C=0O de
COOCH3), 1677 (C=0 de NHCOCH,, amida I), 1591 (N-C=0, amida II),
1249 (C-O de COOCHj).

"H RMN (CDCl; y DMSO-ds, 3 ppm, espectro 8): 2.07 (s, 3H, COCH,), 3.08
(s, 3H, COOCH,y), 7.53 (dd, 1H, J, = 8.7 Hz, J, = 2.1 Hz, H-5), 7.82 (d, 1,
J, = 8.7 Hz, H-6), 7.89 (4, 1H, J, = 1.8 Hz, H-3), 10.38 (sa, 1H, intercambio
con D,O, NH).

EM (IE, m/z, espectro 9): 227 (M", 44 %), 154 (M~“—42—31, CH;=C=0 y
-OCH;, 100 %).

IR (KBr, cm’!, espectro 10): 3342 (NH), 3124 (C-H aromitico), 2953 (C-H de
COOCHS}), 1732 (C=0 de COOCH;), 1716 (C=0 de COCHj;), 1568 y 1336
(NO3), 1293 (C-O de COOCH5).

'H RMN (CDCl; y DMSO-de. & ppm, espectro 11): 2.13 (s, 3H, COCH,),
3.86 (s, 3H, COOCH,) 8.02 (s, 1H, H-3), 8.42 (s, 1H, H-6), 10.53 (s, 1H,
intcrcambio con DO, NH).

EM (IE, m/z, espectro 12): 272 (M”, 16 %), 230 (M*—42, CH,=C=0, 100 %).
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Tabla 7. D opi

preparados (conlfnu-clén).

y espectrométricos de los intermediarios y compuestos finales

Py

Compuesto Datos esp opi y esp icos
IR (KBr, cm’, espectro 13): 2959 (C-H de COOCH;, COCH; o
NCH,;), 1735 (C=0O de COOCH;), 1679 (C=0O de COCHs), 1529 y
H,CO0C_ 4 s _NO, 1352 (NO,) 1250 (C=0 de COOCHy).
'H RMN (CDCl;, & ppm, espectro 14): 1.86 (s, 3H, COCHa), 2.25 (s,
A 7 3H, COCH;), 3.22 (d. 3H, NCH,), 3.46 (d, 3H, NCH;), 3.97 (d, 3H,
Ci 3 NCOCH; COOCH,), 4.01 (d, 3H, COOCH,) 7.43 (d, 1H, H-3), 7.53 (d, 1H, H-
3), 8.50 (d, i, H-6), 8.55 (d, 1H, H-6)
31 CH;
EM (IQ, m/z, espectro 15): 288 (M”, 15 %), 244 (M*—-42, CH;=C=0,
100 %).
IR (KBr, cm’, espectro 16): 3383 (NH), 2949 (CH; de COOCH; o de
6 NCH;), 1725 (C=O de COOCHj;), 1617 (NH), 1514 y 1362 (NOy),
H3;COO0C__ s_NO, 1221 (C-O de COOCH;).
'H RMN (DMSO-d¢, 5 ppm, espectro. 17): 2.98 (d, 3H, J = 5.1 Hz,
clrz 4 “NHCH,; NCH,), 3.80 (s, 3H, COOCHj;), 7.06 (s, 1H, H-3), 8.57(q, IH,J=5.4
;’2 Hz, NH), 8.62 (s, 1H, H-6).

EM (IE, m/z, espectro 18): 244 (M™, 100 %).

IR (KBr, cm™, espectro 19): 3238 (NH, que indica ¢l tautémero tiona),
2945 (C-H de COOCH,; o NCHj;), 1701 (C=0 de COOCH;), 1244 (C-
O de COOCHy).

H3;CO00C _s N
\>———su
e N2 'H RMN (DMSO-ds, 5 ppm, espectro20): 3.62 (s, 3H, NCH,), 3.83 (s,

3H, COOCH,), 7.53 (s, 1H, H-7), 7.63 (s, |H, H-4), 13.08 (s, 1H,
intercambio con D;O, NH).

EM (IE, m/z, cspectro 21): 256 (M™, 100 %).

IR (KBr, cm’, espectro 22) mostré bandas a 2924 (C-H de COOCH,.
NCH,; o SCH,,), 1721 (C=0 de COOCH3), 1269 (C-O de COOCH,;).

H,COOC._s A N
A\
Di >¢ SCH3 1y RMN (CDCl,, & ppm, espectro 23): 2.80 (s, 3H, SCH3), 3.64 (s.
1 6

3H, NCH}), 3.93 (s, 3H, COOCHj), 7.28 (s, 1H, H-7), 8.17 (s, IH, H-
4).

EM (IE, m/z, espectro 24): 270 (M™, 100 %%).
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Tabla 7. Datos espectroscépicos y espectrométricos de los intermediarios y compuestos finales
preparados (continuacion)

Compuesto Datos esp pi Y esp icos

IR (KBr, cm™, espectro 25):

HOOC _s N
\>2——5CH3 'H RMN (DMSO-ds, 5 ppm, espectro 26): 2.72 (s, 3H,
o N SCH,), 3.66 (s, 3H, NCH3), 7.71 (s, 1H, H-7), 7.93 (s, 1H, H-
7 t \C 4), 13.01 (s, 1H, intercambio con deuterio, COOH).
Hj

36 EM (IE, m/z, espectro 27): 256 (M™, 100 %).

IR (KBr, cm’, espectro 28): 2930 (CH; de S-CHj; o de N-
o CH,;), 2853 (-CH;- anillo de piperidina), 1625 (C=0 de
2° . s NCO), 1456 y 1442 (CH; y —CH3).

. L s N
3 N \y__scy. 'HRMN (DMSO-d, 3 ppm, espectro 29 ): 1.38-1.42 (m, 2H,
& >z 3 H-4"), 1.56 (sa, 4H, H-3' y H-5%, 2.71 (s, 3H, S-CH3), 3.05 (1.,
e c1’e N 2H, J, = 5.4 Hz, H-6), 3.53-3.63 (m, 2H, H-2"), 3.66 (s, 3H,
7 y N-CH»), 7.43 (s, 1H, H-7), 7.71 (s, 1H, H-4).

37 EM (IE, m/z, espectro 30): 323 (M™, 64 %), 322 (M"—1, ‘H,
97 %), 239 (M"—84, CsH oN-, 100 %%).

IR (KBr, cm’, espectro 31): 2950 y 2925 (CH; de S-CH;, de
N-CHj; y CH; det anillo de piperidina), 2865 (-CH;- anillo de
piperidina), 1623 (C=0 de NCO), 1442 (CH; y -CH,;).

2 v - N 'H RMIN (CDCl;, 5 ppm, cspectro 32): 0.96 (d, 3H, J, = 6.6

3 N N Hz, CH; en 4%, 1.01-1.34 (m, 2H, H-3'y H-5), 1.47-1.79 (m,

o >;—‘5C"3 3H, H-3' o H-5", H-4', H-3' 0 H-5"), 2.75-3.06 (m, 2H, H-6' o

T~ crs N H-2'y H-2' 0 H-6"). 2.82 (s, 3H, SCHj), 3.33-3.42 (m, 1H, H-

s 7 " 2' 0 H-6), 3.66 (s, 3H, NCH,), 4.72-4.80 (in, 1H, H-6' 0 H-

29, 7.27 (s, 1H, H-7), 7.29 (s, 1H, H-7), 7.51 (s, 1H, H-4),
a8 7.58 (s, 1H, H4).

EM (IE, m/z, espectro 33): 337 (M, 62 %), 336 (M™—1, ‘H,
100 %), 239 (M~*—98, CsH,;N-).
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5.2. PARTE BIOLOGICA

5.2.1. Efecto de las carboxamidas 1-metilbencimidazélicas sobre las larvas musculares de

Trichinella spiralis
yo in vitro de la actividad antihelmintica de los

Los resultados obtenidos en el
compuestos preparados, asi como del albendazol utilizado como control positivo, se muestran en la

Tabla 8.

de la viabilidad in virro de Ias larvas musculares de
idms1-metilb idazélicas

a i

Tabla 8. Por je de r
Trichinella spiralis por la carb

Concentracién (M)

Compuesto 0.037 0.188 0.377 1.880 3.770
37 NR 3.32 6.09 7.48 9.69
as NR 0.27 1.66 5.26 6.09
Albendazol 59.28 62.05 63.17 66.76 68.42

NR= no redujo.

idas 1-metilb imidazélicas sobre Giardia lamblia

5.2.2. Efecto de Ias carb

En la Tabla 9 se muestran los resultados de la actividad antiprotozoaria in vitro contra
Giardia lamblia de los compuestos 37 y 38. Mediante un analisis PROBIT se determiné la

concentracién que corresponde al 50 % de las muertes de la trofozoitos (CLso), el albendazol y el

metronidazol se utilizaron como controles positivos.
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Tabla 9. C

metilbencimidazélicas sobre tr

de Ias carboxamidas 1-

de G. lambli.
Clse
Compuesto pg/mL rM
37 2.271 7.013
as 1.428 4.226
Albeandazol 0.01 0.038
Metronidazol 0.210 1.228
—
Clso™ de 50
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6.. DISCUSION'DE RESULTADOS:

6.1. Parte Quimica

La ruta de sintesis que se llevd a cabo para la obtencion de las carboxamidas 1-
metilbencimidazoélicas resulté adecuada, dado que los rendimientos de los compuestos obtenidos
fueron aceptables, excepto para los compuestos 30 y 32, en los cuales los rendimientos fueron de
71.0 y 72.1 % respectivamente. Ademas cabe mencionar que en la sintesis de la mayoria de los

intermediarios, la CCF mostrd 1a formacion de un solo producto.

La preparacién del compuesto 27 se hizo mediante una reaccion de Sa2 entre el carboxilato,
generado por tratamiento del acido 2-cloro-4-nitrobenzoico (26) con NaHCO; y sulfato de dimetilo.
Este paso no presemtd ninguna dificultad y la técnica mostré ser un método alternativo para la
preparacion de ésteres metilicos debido a que se obticnen buenos rendimientos (90-95 %).'' La
caracterizacién de 27 se hizo por las bandas de IR (Espectro 1) a 1720 (C=0 del éster), 1528 y 1356
(grupo —NQ»). Mientras la RMN 'H (Espectro 2) mostré una seiial simple a 3.99 ppm que integrd
para 3H y se asignd al metilo del éster ((COOCHSs). La EM (Espectro 3) dio un M™* de 215,
coincidente con ¢l peso molecular del producto esperado; el pico base de m/z 184 (M™-31)
correspondio a la pérdida de radical metoxilo, -OCH.}.

La reduccion del grupo nitro se confirmé por las bandas intensas y agudas de IR (Espectro 4)
que se observaron a 3426 y 3336, caracteristicas del alargamiento en <l enlace N-H de las aminas
primarias (—NH3:). Ademis, la sefial amplia a 6.17 en la RMN 'H (Espectro 5), que integrd para 2H
e intercambié con D;O, confirmaron este hecho. La EM (Espectro 6) dio un M™ de 185 que
coresponde al peso molecular de 28 y ¢l pico base de mVz 154 (M'7-31) correspondié a la pérdida

de radical metoxilo, *OCH;.

En la preparacion de la acetamida (29) se trabajé bajo condiciones anhidras para evitar la
hidrélisis del anhidrido acético, reactivo utilizado como agente acetilante. La banda de IR a 3260
(Espectro 7) debida al alargamiento del enlace N-H y la banda a 1677 correspondiente al grupo
carbonilo (C=0), indicaron la presencia del grupo ~-NHCO—. También se observé el grupo C=0 del
éster a 1730. La sefial a 2.07 ppm en la RMN 'H (Espectro 8), que integro para 3H, fue
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caracteristica del —CH3 del grupo acetamido (-NHCOCHS,;). Por otra parte, la seflal amplia e
intercambiable con DO a 10.38 ppm integr6 para 1H, confirmando la obtenciéon de 29. La EM
(Espectro 9) dio un M™ de 227, que correspondié al peso molecular de 29. El pico base de m/z 154,
es el frapmento [M™—42-31], que correspondié a la pérdida de una molécula neutra de cetena

(CH;=C=0) y de un radical metoxilo. (Esquema 4).

COOCH, o (\o\ =2
a CH;,
a . cl I
- CH,=C=0 CH;0
e o —_3 .
H -
D
29 HN ey -
NH3 NH;
ms 227 O mz 154
E “M ismo de frag ion del compuesto 29,

Los compuestos 27-29 dieron el mismo patrén de seilales para los hidréogenos del anillo

aromatico en RMN 'H (espectros 2, 5 y 8):

e A H-5 se le asigné el doble de dobles con una J, de 8.4-8.7 y una J, de
1.8-2.4.

e A H-6 se le asigné la senal doble con una J, de 8.4-8.7.

« A H-3 le correspondié6 la seiial doble con una J., de 1.8-2.4.

La reaccion de ni ion de la ida 29 se realizé entre 3 y 5 °C para ascgurar la
mononitracién en posicién orfto al acetamido y para al cloro, y evitar la formacién del is6mero
nitrado en posicién orfo al acetamido y al cloro. Las bandas de IR observadas a 1568 y 1336
(Espectro 10) indican la presencia del grupo —NOz; pero la evidencia que indicé que se realizé la
sustitucion clectrofilica c¢n la posicion 5 del anillo bencénico, fue la desaparicion de los

acoplamientos orto y mera de H-5 con H-6 y H-3 pecti (Esp o 11). Estas sefales
simples correspondientes a H-3 y H-6 estan despl das a fir tas de onda altas, 8.02 y 8.42
ppm respectivamente ¢ indicaron la pr ia del grupo —NO; muy electronegativo. La EM

(Espectro 12) dio un M™ de 272, concidente con el peso molecular de 30. El pico base de n/z 230
[M™-42] correspondic a la pérdida de una molécula de cetena.
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La N-metilacion de la acetamida 30 se logré debido a que ¢l grupo nitro, en posicién orro,
incrementa la acidez del hidrégeno del grupo acetamido lo suficiente para formar el anién con
potasa acuosa. Este anién se estabiliza por resonancia con el grupo nitro y por el carbonilo tanto del
grupo acetamido como del grupo éster (Esquema 5). La posterior reaccidn dec Sy2 con sulfato de
dimetilo originé el producto N-metilado. En el espectro de IR (Espectro 13) no se observé la sefial a
3200, correspondiente al alargamiento N-H, indicando la sustitucién del nitrégeno. Sin embargo, 1a
RMN 'H obtenida (Espectro 14) mostré una caracteristica muy peculiar: todas las sciflales
aparecieron dobles, esto posiblemente sea a que exista una repulsién estérica entre ¢l grupo nitro y el
N-metilacetamido dando origen a la existencia de dos is6meros conformacionales. La sefial a 3.99
integra para 3H, cormresponde al metilo del N-CHj. La EM (espectro 15) dio un M™ de m/z 288 que
correspondi6é al peso molecular de 31. El fragmento [M™"—42] de m/z 244 correspondié a la pérdida

de una molécula de cetena, y ademas, es el pico base.

o
!
H,C00C, NI . | HCOO0C.
o -H
—
+H"
Ry N-—C—CH
' 3
H
HO-
H;CO00C. ~o
: : éN_
1]
o
R
R
CH,
E 5.0b ion del N-metil id ili do una base y sulfato de dimetilo.?
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La hidrélisis en medio basico de 31 para formar 32 no fue cuantitativa (72.1 %), debido a
que también se detectaron otros productos de la reaccidn.. Esto se comprobd por analisis en CCF
(sistema 2), donde ademas del producto de hidrolisis de 1a amida (R, 0.73) se observé una mancha
en el origen. Una posterior CCF, utilizando un sistema de clucién especial para acidos carboxilicos.
mostro que esta mancha se resolvia en dos mas, que indicé que se generaron dos productos de
hidrolisis: una que correspondia dnicamente al de la amida y otra en la cual probablemente se
hidrolizaron tanto la amida como el éster (Figura 20). La hidrélisis del éster puede deberse a que
existe impedimento estérico entre el grupo nitro y ¢l metilo del acetamido; de cualquier manera, 32

fue el producto mayoritario.

COOCH 3 COOCH, GOOH COoOH
c1 cl cl
KOH/H,O
— - .
McOH
NO, NO

! _~NCOCH
u 3C/NCOCI ia NHCH 3 NHCH 3
b 3n

Figura 21. Prod darios posibl btenidos en la hidrélisis del compucesto 32.

La esteructura de esta N-metil-o-nitroanilina se confirmé por la banda de IR (Espectro 16) a
3383 que indica la presencia de una amina secundaria (-NH-) y por la desaparicion de la banda de
absorcion del C=0 de la amida a 1679. La sefial doble a 2.98 ppm en RMN 'H (Espectrol 7) con una
J de 5.1 Hz, que integro para 3H, y el cuarteto a 8.57 ppm con una J de 5.4 Hz, que integro para 1H.
indicaron la presencia del grupo metilamino (-NHCH,); ademds, estas sefiales se simplificaron al
intercambio con D;O. Lo anterior indica que ¢l protén de la amina se acoplé con los protones del
metilo. El M de m/z 244 obtenido por EM (Espectro 18) correspondié al pico base y al peso

molecular de 32.

La diamina 33 no sec caracterizd para evitar su rapida descomposicién por exposicion al aire.
por lo que se sometio inmediatamente a la reaccion de ciclacion. Sin embargo, la caracterizacion de

34 permitio establecer indirectamente que si obtuvo a 33.
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En la reaccion de ciclacion para formar el anillo de bencimidazol se detecté el tautémero
tiona del compuesto 34 (Figura 21). Esto se dedujo por la banda de IR (Espectroi9) a 3238
correspondiente a una amina secundaria (-NH-). La RMN 'H (Espectro 20) mostro sefiales a 3.62 y
3.83 ppm, que integraron para 3H cada uno, y corresponden al -NCH; y al metilo del —-COOCH:
respectivamente. Estos desplazamientos indican que ¢l grupo carbonilo es mas electronegativo que

el nitrégeno y por tal razon se desp a una fr ia mas alta. La sciial a 13.08 que integrd para

1H e intercambi6 con D20, correspondio al hidrogeno del -NH-. La EM (Espectro 21) dio un M™ de
256 correspondiente al peso molecular del tautomero tiona de 34 y al pico base.

H3COOC N H,CO0C H
T T
N N
c 'y a \
CH;

CH,

Figura 22. Equilibrio tautomérico tiok-tiona quc presenta el compucsto 34.

La presencia del grupo metiltio (—SCHj,) en 35 se demostrd con la seiial de RMN 'H a 2.80
ppm (Espectro 23), la cual integré para 3H. A diferencia de los metilos localizados en el nitrogeno y

en el éster, el —SCH se desplazd a una fi ia de onda mas baja, coincidente con el hecho de
que el azufre es menos clectronegativo de los tres grupos. La EM (Espectro 24) dio un M™ de m/z
270, que correspondio al peso molecular de 35 y al pico base.

La banda ancha de IR (Espectro 25) que se aprecia desde 3000 hasta 2500, caracteristica de
un acido carboxilico; la sefial en RMN 'H (Espectro 26) a 13.01, que integrd para 1H ¢ intercambié
con D,0; asi como la desaparicion de la seifial del metilo del éster, que se encontraba desplazado a la
frecuencia de onda miis alta de los tres metilo prescntes, prueban que se formé 36. La EM (Espectro
27) dio un M~ de 256, comrespondiente al peso molecular de 36 y al pico base.

La utilizacion del agente acoplante CDI resultd conveniente en la prepracion de los
compuestos finales 37 y 38, debido a que se obtuvieron en forma cuantitativa (92.5 y 88.9 %
respectivamente). Por otro lado, no se tuvo que aislar ¢l intermediario reactivo imidazoélido. 1o cual
representa una ventaja sobre ¢l método tradicional de preparar y aislar el cloruro de acido

correspondiente.
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La introduccién del anillo de piperidina se confirmé por la banda de IR (Espectro28) a 2853,
correspondiente al alargamiento C-H de los grupos metilenos (—CH2-) del aniilo de piperidina, y por
las bandas a1456 y 1442, que corresponden a los movimientos de vibracion de los grupos —CH3 y —
CH—. Ademas, las sefiales de RMN H!' (Espectro 29) en 1.38-1.42, 1.56, 3.05 y 3.53-3.63 ppm
integraron para 10H, que correspondieron a los hidréogenos del anillo de piperidina. La EM
(Espectro 30) dio un M™ de 323 que correspondié al peso molecular de la carboxamida 1-
metilbencimidazoélica 37 mientras que la especie de m/z 239 [M™—84] correspondié a la pérdida del
radical piperidinilo y fue el pico base (Esquema 6).

o™ o
. N i y -
s T+ )
cl N cl N
CH, miz 239 CT
Esq 6. M i de frag; ién del P 37 para dar el pico base de m/z 239,
En lo que resp al comp > 38, las bandas observadas de IR a 2950, 2925 y 2865
indican la presencia de los grupos —CH; y —CHz— del anillo de la 4-metilpiperidina en IR (Espectro
31), las bandas a 1442 y 1420 fi este hecho. Por otra parte, las sefiales de RMN H'

(Espectro 32) a 0.96, 1.01-1.34, 1.47-1.79, 2.75-3.06, 3.33-3.42 y 4.72-4.80 ppm integrarcn para los
12H del anillo de la 4-metilpiperidina. El doblete observado en 0.96 integré para 3H y correspondié
al metilo en posiciéon 4' del anillo de piperidina. Las seifiales dobles que se¢ observan para cada uno

Py 1,

os confor

los hidrégenos del anillo aromadtico se deben a que existen dos
provocados por la rotacién restringida del grupo carbonito (atropoisomerismo).

La EM (Espectro 33) dio un M™ de 337 que correspondié al peso molecular de la
carboxamida 1-metilbencimidazélica 38, mientras que la especic de m/z 336 [M™—1] correspondié a
la pérdida del radical hidrégeno y fue el pico base (Esq 7). El fragr observado de m/z 239
[M™-98] sc debié a la pérdida del radical 4-metilpiperidinilo (por compracién ver Esquema 6).
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i o
N
N +& —H N
g )5©E o g = ,Q)ﬁi:[ -
N
H,C cl ' o HaC c N
CH; 3 \

m/= 336 CH;
Esq 7. M i de fi ion de las carb idas 1-metilb: imidazoli para producir la
especie [M™—1] de m/z 336.
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6.2. Parte biolégica

Las carboxamidas 37 y 38 no tuvieron una disminucion importante en la viabilidad de las
larvas lares de Trichinella spiralis. Ambos compuestos presentaron una actividad mucho
menor que el albendazol. A la concentracion mas alta utilizada (3.77 M) los porcentajes de
reduccion para los compuestos 37 y 38 fueron de 9.69 y 6.09 respecti i as que para el
albendazol fue de 68.4 .

Los resultados obtenidos podrian indicar que los responsables de la actividad biologica de las
carboxamidas 19 y 21 son los isomeros con la relacion estructural [1,6]. Sin embargo, los is6bmeros
estructurales [1,6], sintetizados al mismo tiempo por otro tesista, tampoco mostraron actividad
contra Trichinella spiralis** (Tabla 10). Lo anterior deja en claro que la actividad biologica se perdio
debido a que el hidrogeno en la posicion 1 de las carboxamidas 19 y 21 es importante para la
actividad antihelmintica, a su vez, que 19 y 21 constituyen farmacos estructuralmente especificos,
con un receptor en donde actian, ya que un pequefio cambio (la N-metilacién) anulé la actividad.

‘Tabla 10. Porcentaje de reduccién de Ia viabilidad in virro de las larvas musculares de
Trickinella spiralis por Ia carboxamidasl-metilbencimidazélicas con relacién estructursl

6.2
R, al N
\C \>__scH_-,
N N
\
o CHy
Concentracion (EM)
Compuesto R, 0.037 0.188 0.377 © 1.880 3.770
24 H NR NR NR NR NR
25 CH;3 NR NR NR NR NR
Albendazol 59.28 62.05 63.17 66.76 68.42

NR= no redujo.
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En lo que se refiere a la actividad in vitro sobre Giardia lamblia se esperaba que las
carboxamidas 37 y 38, por ser derivados 1-metilb imidazolicos, p ian actividad contra este

parasito. Pero las CLso para los compuestos 37 y 38 fueron 184 y 111 veces menores a la del
albendazol, y 5 y 3 veces menores para ¢l caso de la del metronidazol. Sin embargo, las
carboxamidas 24 y 28 mostraron una buena actividad contra G. lambliag®® (Tabla 12). Este hecho
indica que la actividad giardicida no depende del fio del sustituy en 5 y/o 6, contrario a lo

que se pensaba por nuestro grupo de investigacién, ya que comp >s 1-metilb imidazolicos con

atomos de Cl en 5 y/o 6 fueron muy activos contra G. Lamblia. Ademas que, la relacion de

sustituyentes con respecto al 1-metilo para el caso de las carboxamidas, es importante; siendo

notoria la diferencia en la actividad superior para las carbc idas con relacion {1,6] que para los
1.5].
Tabla 12. Actividad giardicida de carb idas 1-metilb imidazdlicas.??
R, ct N
\Q \>—SCH3
N
\
o CH,
Compuesto R, CLs (uM)
24 H 0.114
2s - CH, 0.124
Albendazol 0.038
Metronidazol 1.228
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7. CONCLUSIONES

Se logrd la sintesis de las carboxamidas 1-metilbencimidazolicas 37 y 38 a partir del acido 6-
cloro- 1 -metil-2-metiltio- 1 -bencimidazol-S-carboxilico (36) utilizando como agente acoplante
al CDI. El método fue simple y permitid obtener a 37 y 38 sin muchos procesos de laboratorio.

Las carboxamidas 37 y 38 sesintctizaron e identificaron por sus constantes espectroscopicas y

espectromeétricas.

Se sintetizaron e identificaron por sus constantes espectroscopicas y espectrométricas a los
intermediarios quimicos necesarios para la formacibn de las carboxamidas 1-
metilbencimidazoélicas 37 y 38.

El atomo de hidrégeno en la posicion 1 en las carboxamidas 19 y 20 es necesario para la
actividad contra Trichinella spiralis. La introduccion de un grupo metilo nulifica la actividad.
por lo que no se pudo determinar cual de los isémeros estructurales, [1,5] & [1.6], es el
responsable de la actividad contra Trichinella spiralis.

Para la actividad giardicida, se requicre que el grupo piperidinil o 4-metilpiperidinilcarbonil se
tre en una relacion estructural [1,6]). Los isomeros [1,5] no mostraron actividad.

Se adquiriecron conocimientos y experiencia en la sintesis de nuevas moléculas de intcrés
farmacéutico, asi como en la determinacion de la actividad biolégica, partes importantes en cl

area de la quimica farmacéutica.
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PARTE EXPERIMENTAL

Este trabajo se divide en dos etapas. La primera parte involucra la sintesis de las

carboxamidas l-metilbencimidazodlicas 37 y 38; Ia segunda, la parte biolégica, describe las pruebas
de susceptibilidad in vitro para Trichinella spiralis y Giardia lamblia en presencia de los

compuestos sintetizados.

INSTRUMENTACION Y MATERIALES

1.

La concentracién de los disolventes se realizé a presion reducida utilizando un rotavapor
marca Bilchi Modelo RE 114, adaptado con un condensador marca VWR Scientific Modelo
1107.

Los puntos de fusion (p.f.) se determinaron en un aparato Marca Bichi Modelo B-540

mediante capilar, y no estan corregidos.

Para realizar la hidrc i6 litica se pleo un hidrc dor Parr, Modelo
3916EF con 70 lg/pig® y 80 °C como capacidad mixima, utilizando hidrégeno y como
catalizador Ni-Raney al 50 % (Aldrich).

Los espectros de infrarrojo (IR) se determi en un esp 6 Perkin Elmer de
Transformadas de Fourier modelo FT-IR-1600 en pastilla KBr. Las sefiales se reportan en
cm™.

Los esp: os de Resc ia Magnética Proténica (RMN 'H, 300 MHZ) y los de Resonancia
Magnética de Carbono 13 (RNIN 13C, 75 MHZz) se realizaron en un espectrémetro Varian,
Modelo Unity Inova. Se utilizé tetrametilsilano (TMS) como referencia interna,
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dy) y deuterocloroformo (CDCl3) como disolventes. Los
despl ientos quimicos (8) se reportan en partes por millén (ppm).

Los espectros de 1 por i 1 6nico (IE 70 eV) y por ionizacién quimica, se

determinaron en un espectré de Joel, Modelos-102 A. La simbologia

utilizada es /2 relacién masa carga y M" para el ién molecular. La aplicacién de la muestra
fue por introduccién directa o mediante cromatografia de gases (EM-CG), con un
cromatdégrafo marca Hewlett Packard, Modelo 5890 Serie I1.
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7. El avance de las reacciones y la p de los comp se analizé por cromatografia en
capa fina (CCF), utilizando placas de vidrio cubiertas con gel de silice 60 GF254 (Merck) y

una lampara de luz ultravioleta para visualizar. Los si de eluciéon utilizados se

muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Si de elucién utilizados en las cromatografias en capa fina
Sistema Composicién Proporcién
1 Cloroformo-metariol 95:5
2 Cloroformo-metanoui 99:1 -
3 Cloroformo-metanol 90:10"
4 Cloroformo-metanol 80:20"
5 Cloroformo-metanol 90:10

#10 mi con 2 gotas de acido acético

SINTESIS DE LAS CARBOXAMIDAS I-METILBENCIMIDAZOLICAS

Para obtener al 6-cloro-1-metil-2-metiltio-5-[(piperidinil)carbonil]-1 A-bencimidazol (37) y
al 6-cloro-1-metil-5-[(4-metilpiperidinil)carbonil]-2- iltio-1H-b imid 1 (38) se sigui las
rutas de sintesis mostradas en los esquemas 1 y 2. A continuacion se describe 1a metodologia para

sintetizar a 37 y a 38.

2-Cloro-4-nitrobenzoato de metilo (27)

A

En un matraz bola de 500 m! con tres bocas, adaptado con un cc en posiciéon de

reflujo, termSémetro y un embudo de presiones igualadas, se disolvieron 40.0 g (0.1984 moles) de

Y

acido 2-cloro-4-nitrobenzoico en (26) 120 ml de di ilfc ida con agi magnética a 50 °C.
A esta solucion se le agregéd 33.3 g de bicarbonato de sodio (0.3968 molcs, 2 eq) disueltos en 25 ml

de agua manteniendo la temperatura entre 60 y 65 °C con un baflo de agua. Se observé un burbujeo

intenso. Después de 30 minutos de agitacién, el pH que al S la la de i6n fue de 7; en
este momento sc empezo a gotear 27.2 ml de sulfato de dimetilo (0.2976 moles, 1.5 eq). Al terminar
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falada. Posteriormente, se

la adicién, se dejo en agitacién por treinta mi »s mas a la P a
dejé que la mezcla de reacciéon alcanzara la temperatura ambiente y se vertié sobre 400 ml de agua
con hielo produciendo un precipitado de color amarillo claro, el cual se separé por filtracion al
vacio. Se obtuvieron 40.6 g (95.0 %) de producto crudo, que por analisis en (CCF), utilizando el
sistema 1, mostré una sola mancha. El producto crudo se recristalizé de 1 obteniénd
cristales de color amarillo (89.2 %) con R/de 0.65 en el mismo sistema y un p.f. de 76-77 °C

4-Amino-2-clorobenzoato de metilo (28)

En una botella de hidrogenacién de 500 ml se suspendieron 20.0 g (0.0928 moles) de 27 y
6.0 g de catalizador niquel-Raney (30 %), en 200 ml de metanol. El catalizador se lavé previamente,
primero en agua, y después en metanol. El reactor se adapté a un hidrogenador Parr y el aire
presente se eliminé a través de la inyeccién-expulsién de 30 1b/plg? de hidrégeno tres veces.
Posteriormente, se inyecté hidrégeno hasta alcanzar una presién de 60 Ib/plg® y se colocé en

agitacion constante, iniciando asi 1a red i6n catalitica. Esta reaccidn se llevé a cabo en dos horas y
quince mi >S, CC iendo un total de 419 Ib/plg? de hidrégeno. El resultado de cste proceso fue
una solucién translicida, la cual en CCF utilizando el sistema 1, mostré una sola mancha con Ryde
0.43. Después de sep el lizador por filtracién al vacio, la solucién se cc 6 a sequedad
en un rotavapor obteniéndose 17 .2 g (99.1 %) de cristales bl »s. El producto crudo se recristalizé
de agua ot iéndose cristales en forma de aguja de color blanco con un p.f. de 107-108 °C.

4-Acetamido-2-clorobenzoato de metilo (29)

En un matraz bola de 250 ml de dos bocas, adaptado con embudo de adicién y con trampa de
humedad, se suspendieron 17.0 g (0.0916 moles) de 28 en 10 mi de icido acético glacial. A esta

mezcla se le agregd 13 ml de anhidrido acético (1.5 eq) y se agité magnéticamente durante 15
acid P ior la

minutos a temperatura bi obteniéndose una solucién amarilla tr
mezcla de reaccion se vertié sobre 400 ml de agua con hiclo precipitando un s6lido de color blanco,
que se separ6 por filtracion al vacio y se lavé con agua en repetidas ocasiones hasta que ¢l pH de
lavado fuera neutro. Se obtuvieron 21.1 g de producto crudo (99.3 26), que por anilisis por CCF en
el sistema 1, mostré una sola mancha con Ry de 0.23. El producto crudo se recristalizé de tolueno

dando cristales rosados con p.f. del113-114 °C.
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4-Acetamido-2-clore-5-nitrobenzoato de metilo (30)

En un vaso de precipitados de 600 ml, provisto de un embudo de adicién, termémetro,
agitacién magnética y un baifio de hielo se solubilizaron 50.0 g (0.2196 moles) de 29 en 100 mt de
acido sulfiirico concentrado, entre 5 y 10 °C, durante cuatro horas. Posteriormente se goted 42 ml de

di cand

mezcla sulfonitrica (1:1) durante tres horas y > siempre la temp a de la

mezcla de reaccion entre 3 y 5 °C. Al terminar la adicion, la agitacién se mantuvo por 30 minutos
mas a la temperatura sefialada. La mezcla se vertié sobre 600 ml de agua con hielo formando un
sélido de color amarillo, que se separo por filtracién al vacio y lavé varias veces con agua hasta que
el pH del agua de lavado fucra neutro. Se obtuvieron 58.2 g de producto crudo (97.6 %), que por
CCF en el sistema 1, mostré dos manchas principales, que correspondian al producto esperado en
mayor proporcion (Ryde 0.65) y al de su isémero (R, de 0.48). La mezcla cruda se recristalizé de
metanol produciendo 41.3 g (71.0%) de cristales de color amarillo claro, que por andlisis en CCF
utilizando el mismo sistema de elucién mostré una sola mancha, que correspondia a la det producto

principal con un p.f. de 140-141 °C.
Preparacién de Ia mezela sulfonitrica. La mezcla sulfonitrica se preparé adicionando poco a poco
21 m! de icido sulfirico concentrado a 21 ml de &acido nitrico concentrado, ambos enfriados

previamente a 3 °C en un baiio de hielo con sal, y manteniendo la temperatura de mezclado entre 5 y
8 °C.

4-(N-Metilacetamido)-2-cloyo-S-nitrobenzoato & lo (31

En un matraz bola de 100 ml de tres bocas, provisto un embudo de adicién, condensador en

posicion de reflujo, termémetro y agitacién gnética, se suspendieron 5.1 g (0.0186 moies) de 30
en 50 ml de acetona. La 1 itada vig se calenté a 50 °C para solubilizar la
materia prima. A esta p ura se adici 3.6 ml (2 eq) de sulfato de dimetilo,

posteriormente se dejé que la mezcla alcanzara una temperatura entre 30 y 35 °C. Entonces se
adicion6 3.1 g (2 eq) de hidréxido de potasio disueltos en 3 ml de agua, cada gotco se realizé
después de que el color rojo, provocado por la adicién de la base, desaparecié de la mezcla de
reaccion. Este proceso se prolongé durante cuatro horas. Una vez terminada 1a adicion del hidréoxido

de potasio se dejé en agitacion vigorosa por una hora mas; por CCF (sistema 1) se verifico la
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desaparicién de V. La mezcla de reacciéon se vertioé sobre 150 mi de agua con hiclo, produciendo un
liquido aceitoso amarillento, que posteriormente endurecié para formar un sélido del mismo color el
cua! se separé y secéd por filtracion al vacio. Se obtuvieron 5.1 g (96.2 %) de producto crudo que se
recristalizé de agua, obteniéndose 4.4 g (82.2%) de cristales amarillo paja con R,s de 0.21 en el
sistema 2 y un p.f. de 88-90 °C.

4-(N-Metilamine)-2-cloro-S-nitrobenzoato de metilo (32)

En un matraz bola de 100 ml de dos bocas, provisto con un embudo de adicién y agitacién
magnética, se solubilizaron 4.4 g (0.0153 moles) de 31 en 40 ml de nn 1a p a ambi
La solucién resultante se colocé en un bafio de agua fria y una vez que al 6 una peratura
entre 10 y 15 °C se empez6 la adicion de 1.3 g (0.0229 moles, 1.5 eq) de hidroxido de potasio en

solucién acuosa. Durante el o delar ién precipité un sélido de color amarillo intenso,

formando una mezcla dificil de agitar. Al terminar la adicién, la mezcla de reacciéon se dejo en
agitacién por 30 minutos y después se vertié sobre 200 ml de agua con hielo. El s6lido muy fino que
se formé se separd y secéd por filtracién al vacio; una CCF mostré una mancha con Ryde 0.73 en el
sistema 2. El producto crudo s¢ recristalizé de acetona, dando cristales algodonosos de color

amarillos brillante con p.f. de 192-193 °C.

S-Amino-2-cloro-4-{metilamino}benzoato de metilo (33)

En una botella de hidrogenacién de 500 ml, provista de una malla de calentamiento, se
suspendieron 3.2 g (0.0131 moles) de 32 y 1.0 g (30 %) de catalizador niquel-Raney en 100 ml de
una mezcla etanol-acetato de etilo (1:1). El catalizador se lavé previamente en agua y en etanol. El

matraz se adapté a un hidrogenador Parr y el aire p se eliminé medi la inycccion-
expulsion de 30 1b/plg? de hidrégeno tres veces. Después se inyecté hidrogeno hasta alcanzar una
presién de 40 1b/plg? e inici6 Ja reduccién litica. La i6n se calenté con ayuda de un redstato

a una temperatura cntre 40 y 50 °C. El consumo de hidrégeno después de tres horas fuc de 38.5
1b/plg®. El catalizador se separé por filtracién al vacio y el filtrado resultante se evapor6 a sequedad

en un rotavapor, dando un sélido de color café claro que se oscurecia por exposicién al aire, por lo

que se sometié inmedi aia i6n de ciclacid
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En un matraz Taper “Kontes” de 125 ml, adaptado con un termémetro, embudo de adicién y
un condensador en posicion de reflujo y un giobo con nitrégeno en la parte superior, se suspendieron

2.8 g (0.0130 moles) de 33 en 25 mi de etanol. A esta mezcla se le adicioné con goteo constante una
con 1.6 ml (0.0260 moles, 2 eq) de

solucién alcohodlica de > de p io, prep da previ
disulfuro de carbono, 2.7 ml (0.0455 moles, 3.5 eq) de etanol y 1.4 g (0.0260 moles, 2 eq) de

hidréxido de potasio en solucién acuosa. Al terminar la adicién, la mezcla de reaccién se calenté a
reflujo suave entre 60 y 65 °C utilizando para ello un bailo de agua por 4 horas. Después de
comprobar por CCF (sistema 3) la desaparicién de 33, la mezcla se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se vertié sobre 150 ml de agua fria, forméndose un sélido de color amarillo que quedé
suspendido en la superficie. El pH de esta mezcia se ajusté a pH 6 utilizando acido acético al 20 %,
el sélido cambid a un color café claro (beige) sedimentando en el fondo del vaso de precipitados. El
sélido se separé y secé por filtracion al vacio, obteniéndose 2.9 g (86.9 %) de producto crudo, el
cual, por CCF utilizando el mismo sistema, mostré una sola mancha con R, de 0.53. El producto
crudo se recristalizé de acetato de etilo dando cristales blancos (73.4 2%) con un p.f. de 250-252 °C.

En un matraz Taper “Kontes™ de 250 ml, provisto con un embudo de adici6én, termémetro,
condensador en posicién de reflujo y bafio de agua, se suspendicron 5.8 g (0.0228 moles) de 34 en
50 ml de acetona. A continuacién se ailadicron 2.5 g (0.0456 moles, 2 eq) de hidréxido de potasio
disueltos en 2.5 ml de agua; esta mezcla se dejé en agitacién magnética por 10 minutos a 20 °C,

(pH=8). Posteriormente se goteé 1.7 ml (0.0274 moles, 1.2 eq) de yoduro de metilo disueltos en 4
la de ion se solubilizé e i di

ml de acetona a 20 °C. Al terminar la adicién, la
precipité un sélido blanco. Se continué con la agitacién por 15 minutos mas y por anilisis en CCF

(sistema 3) se verificé la desaparicién de 34. El pH de la mezcla de reaccién al final fue de 7. La
mezcla de reaccion se vertié sobre 250 ml de agua fria produciendo un sélido de color blanco que se
separé por filtracion y se lavé varias veces con agua. La CCF utilizando el sistema 2 mostré una sola
mancha con Ryde 0.53. El producto crudo se recristalizé de etanol, con un p.f. de 135-136 °C.
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En un matraz Taper “Kontes™ de 125 ml, adaptado con un condensador en posiciéon de
reflujo, termémetro, embudo de presiones igualadas y agitacién magnética, se suspendieron 4.5 g
(0.0166 moles) de 35 en 20 ml de metanol. La mezcla resultante se llevé a una temperatura entre 50
y 60 °C utilizando un baiio de agua, posteriormente, se agregaron 1.9 g (0.0332 moles, 2 €q) de
hidroxido de potasio en solucién acuosa; la agitacién se continué por 30 minutos més a la
temperatura sefialada y mediante una CCF (sistema 1) se comprobé la desaparicion de 38. La
mezcla de reaccién se vertié sobre 150 ml de agua fria y el pH se ajusté a 4 utilizando una solucién
de acido sulfurico al 20 %. El sélido de color blanco que precipitd, se separ6 y secod por filtracién al
vacio. Se obtuvieron 3.83 g (89.7 %), que por CCF utilizando el sistema 4, mostré una sola mancha
con Ryde 0.54. Se recristalizé de DFM/etanol dando cristales blancos (86.3 %) con p.f. de 290-291

°C (fundi6 con descomposicion).

En un matraz Taper “Kontes”de 125 ml, adaptado con un termoémetro, embudo de presiones

igualadas, agitacién gnética y d dor en posicién de reflujo con trampa de humedad en la
parte superior, se suspendieron 2.3 g (0.0140 moles, 2 e¢q) de 1,1 -carbonildiimid 1 (CDI), p o

bajo atmésfera de nitrégeno, en 10 ml de dicl La 1 § se enfrio a 5 °C
utilizando un bafio de hiclo con agua, después se adici 1.8 g (0.0070 moles, 1 eq)dec 36. Tras
la adicién se dejé que la la de ién al la p a bi ¥y Pc ior te se

calentd con un bafio de agua a 30-35 °C por una hora, observandose evolucion de CO,. Al verificar
por CCF (sistema 4) la desaparicion de 36, se adicioné 1.4 ml (0.0140 moles 2 eq) de piperidina,
luego se calenté entre 30-35 °C durante 2 horas. Al verificar por CCF la desaparicién del

intermediario (sistema 5) se dio témmino a la i6én. La i6n resul se lavé con tres

porciones de agua de 15 mL cada una. A la fase organica se sec con con sulfato de sodio anhidro y
se evapord a sequedad obteniéndose 2.1 g (92.5 %) de un s6lido ligeramente amarillento que por
andlisis en CCF, utilizando el sistema 5, mostré una mancha principal con R,de 0.48 El producto se
recristalizé de etanol-agua obteniéndose cristales blancos (75.3 %) con p.f. de 192-193 °C.
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Se pesaron 2.8 g (0.0234 moles, 2 eq) de 1,1 '-carbonildiimidazol bajo atmésfera de
nitrégeno y se colocaron en un matraz Taper “Kontes” de 125 ml, provisto con termémetro, embudo

de presiones igualadas, agitacién magnética y condensador en posicion de reflujo con trampa de

oy la la resultante

humedad en su parte superior. Después se afladieron 20 mt de di
se enfrié a S °C utilizando un bafio de hielo con agua; entonces se agregd 3.0 g (0.0117 moles, leq)
de 36 y se dej6é que la mezcla de reaccion alcanzara temperatura ambiente bajo agitacion magnética
constante. Posteriormente se calenté a 30 °C utilizando un bafio de agua por una hora, observandose
evolucién de CO2. Al verificar por CCF (sistema 4) la desaparicion de 36, a la mezcla se le adiciond
2.9 ml (0.0234 moles 2 eq) de 4-metilpiperidina, luego se¢ calenté nuevamente entre 30 y 35 °C
durante 2 horas. Al verificar por CCF (si 5)lad icién del intermediario se dio término a

P

la reaccién. La solucién resultante se lavé con tres porciones de agua de 15 mL cada una. A la fase
orgénica se secé con sulfato de sodio anhidro y se evapord a sequedad obteniéndose 3.5 g (88.9 %)
de un sélido ligeramente amarillento que por analisis en CCF, utilizando el sistema S, mostré una
mancha principal con Ry de 0.48. El producto crudo se lavé se lavé varias veces con éter hasta que

presenté una séla mancha en CCF. El producto presenté un p.f. de 142-143 °C.
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PARTE BIOLOGICA

Evaluacion de Ia actividad antihelmintica de ias carb idas 1-metilbencimidazoélicas.

Parasitos: Trichinella spiralis.

Se utilizé una cepa de Trichinella spiralis que fue aislada del cerdo por el Dr. Martinez-
Marafion del Instituto Nacional de Diagnostico y Referencias Epidemiolégicas (INDRE). Para
mantener el ciclo de vida de este parasito, se infectaron ratas de la cepa Sprague-Dawley de 2 a 3
meses de edad con 2500 larvas musculares suspendidas en Bacto agar al 0.2 2. La infeccidn se

realizd por via oral utilizando una sonda gastrica.

Obtencién de las larvas lares de Trichinella spiralis.

Las ratas fueron sacrificadas 30 dias después de la infeccion y, tras quitar piel y remover
todas las visceras, el misculo esquelético se cond en pequeiios pedazos y triturd en una picadura
Moulinex. La masa resultante se puso en digestion en una solucion de pepsina-HCI al 1 % durante
tres horas a 37 °C, en un agitador planetario a 140 rpm. Para la purificacion de las larvas s¢ montd
un aparato de Bearman, que consiste en un embudo de plastico con una manguera en el tallo, que a
su vez tiene adaptado un tubo Falcon de 15 ml. La mezcla resultante se paso a través de un tamiz
del nimero 40 colocado encima del embudo para podcr climinar restos de musculo no digerido, las
larvas se dejaron sedimentar durante 20 min.

Las larvas se lavaron con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4 con antibioticos
(200 U.l. de penicilina y 200 ug de estreptomicina), hasta haber quitado todo los restos de carne.
Las larvas se resuspendicron en PBS con antibidtico y se dejaron por 12 horas a temperatura
ambiente. Finalmente, se hizo un lavado mas con PBS con antibi6tico y s€ tomo una alicuota de 10
uL que se suspendid en 40 pul de Bacto agar al 0.2 % para el conteo de las larvas. En un
portaobjetos limpio y desengrasado, se colocaron de la dilucién 5 gotas de 5 pL cada una y se
contaron los parasitos con el objetivo seco débil (10X). Sec determinéd el promedio de parasitos

contabilizados por gota (5 uL) y se calculd el nimero de parasitos totales en la muestra inicial.
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Ensayo in vitro del MTT/PMS para evaluar el efecto de las carboxamidas 1-
metilbbencimidazdlicas 37 y 38 sobre las larvas lares de Trickinella spiralis.

En cajas de cultivo Nuclon se colocaron, por pozo, 1000 larvas musculares de 7. Spiralis, 20
ul. de solucién de cada compuesto en DMSO y suficiente medio RPMI 1640 (suplementado con
suero bovino al 10 %, 500 U/mL tanto de penicilina como de estreptomicina) para alcanzar un
volumen final de 2ml. Las concentraciones finales de las carboxamidas 37 y 38 fueron de 0.037,
0.188, 0.377, 1.88 y 3.770 uM. Los parasitos se incubaron durante tres dias a 37 °C bajo atmosfera
de CO: al S % con cambio diario de medio mas compuesto. Como control positivo se incluyeron
parasitos en presencia de albendazol, y como control negativo larvas musculares en presencia del
disolvente utilizado (DMSO).

Después de la incubacion se determiné la viabilidad de las larvas mediante el método
colorimétrico basado en la reduccidn de la sal de tetrazolio (MMT) a azul de formazan. Después de
desechar 1 ml. de sobrenadante, las larvas sc transfiricron a tubos Ependorff de 2 mL y sc

centrifugaron a 3500 rpm por 2 mi >s. A conti ion se d ho el resto del medio, se lavaron
las larvas con PBS estéril y sc agregé 1 mL de una soluciéon de MMT al 0.75 %, 20 uL de una
solucion de metasulfato de fenazina (PMS) al 5 % y 100 pul. de dimetilsulféoxido (DMSO). Los tubos
se incubaron a 37 °C durante 50 minutos. Después de la incubacion se realizé un lavado con PBS
estéril y se afiadieron 500 pL. de DMSO decjando reposar los tubos por 1 hora a temperatura

Posterior los tubos se centritugaron a S000 rpm por 2 mi »s y €l sobr d se

transfirié a placas de lectura ELISA, las cuales se leycron a una longitud de onda de 492 nm. Se
calculé el porcentaje de reduccion en la densidad éptica y se compard con el control ncgativo y de
acuerdo a esto se calculd el porcentaje de reduccion en la viabilidad de las larvas. Se realizaron dos
experimentos por triplicado cada uno de cllos.

TSTA TESIS NGO SARLE
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Parte experimental

Evaluacién de la actividad i ria de las carb idas 1-metilb dazolicas.

Parisitos: Giardia lamblia.

Se empled la cepa de Giardia lambia IMSS: 0989:1, la que s¢ mantuvo en condiciones
axénicas en medio TYI-S-33 modificado, suplementado con suero de temera descomplementado al

10 %. Los parasitos se subcultivaron 2 veces por scmana.
Pruebas de susceptibilidad i vifro para Giardia lamblia.

Se empled el método de subcultivos previamente estandarizado.?® 1.6 x 10° trofozoitos/mL
de G. lamblia se incubaron por 48 h a 37 °C, en tubos con cc traciones creci de las
carboxamidas 1-metilbencimidazolicas 37 y 38 (0.1, 0.5, 1.0, 3.0, 5.0 pg/mL), 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 incubacion se inocularon 50 pL
de los trofozoitos tratados, en medio fresco, ya sin la adicién de los compuestos y se incubaron por
otras 48 h. El nimero final de trofozoitos se determiné en una camara de Neubauer. Se calculo el
porcentaje de inhibicidn de crecimiento en comparacion con el control y posteriormnentc mediante
analisis Probit sec calculé la CLso, que correspondié a la concentracion que inhibio al 50% el

crecimiento de los trofozoitos. Los experimentos s¢ cfectuaron por triplicado y se repitieron en tres

ocasiones.
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Espectro 1. IR (KBr) del 2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (27).
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Espectro 3. EM (IE) del 2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (27).
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Espectro 5. RMN 'H (TMS, DMSO-y) del 4-amino-2-clorabenzoato de metilo (28).
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Espectro 6. EM (IE) del 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (28).
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Espectro 7. IR (KBr) del 4-acetamido-2-clorobenzoato de metilo (29).
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Espectro 10. IR (KBr) del 4-acetamido-2-cloro-S-nitrobenzoato de metilo (30).
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Espectro 11. RMN 'H (TMS, CDCl; y DMSO-dy) del 4-acetamido-2-cloro-S-nitrobenzoato de metilo (30).
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Espectro 12. EM (IE) del 4-acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (30).
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Espectro 13. IR (KBr) del 4-(N-metilacetamido)-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (31),
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Espectro 14, RMN 'H (TMS, CDCl;) del 4-(N-metilacetamido)-2-cloro-S-nitrobenzoato de metilo (31).
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Espectro 15, EM (IQ) del 4-(N-metilacetamido)-2-cloro-S-nitrobenzoato de metilo (31).
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Espectro 19, IR (KB) del 6-cloro-2-mercapto-1-metil-1 H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (34).
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Espectro 21. EM (IE) del 6-cloro-2-mercapto-1-metil- 1 H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (34).
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Espectro 23, RMN 'H (TMS, CDCl;) del 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1 H-bencimidazol-S-carboxilato de metilo 35).
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Espectro 24, EM ([E) del 6-cloro-1-metil-2-metiltio- H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (35).
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Espectro 27, EM (IE) del &cido 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1 H-bencimidazol-5-carboxilico (36).
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Espectro 29. RMN "H (TMS, DMS0-d4) del 6-cloro-1-metil-2-metiltio-S-{(piperidinil)carboril}- 1 H-bencimidazol (37).
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Espectro 30. EM (IE) del 6-cloro-1-metil-2-metiltio-5-{(piperidinil)carbonil]- |H-bencimidazol (37).
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Espectro 32, RMN 'H (TMS, CDCly) del 6-cloro-1-metil-5-{(4-metilpiperidinil)carbonil]-2-metiltio- [ H-bencimidazol (38).
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