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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las infecciones parasitarias causadas por protozoarios y helmintos son consideradas como
las enfermedades de mayor prevalencia en el mundo dafiando a millones de personas,
principalmente a la poblacion infantil. No s6lo la poblacion humana se ve afectada, sino
también el sector pecuario en donde las pérdidas son millonarias. Hoy en dia la prevencion
de dichas parasitosis depende principalmente de medidas ecoldgicas como el saneamiento y
control de los vectores causantes de dichas enfermedades; ademas del uso de farmacos

antiparasitarios.

En la actualidad existen farmacos eficaces para tratar este tipo de problemas como los
bencimidazoles (albendazol, mebendazol vy tiabendazol) y los nitroimidazoles
(metronidazol, benznidazol, tinidazol); sin embargo, se han realizado pocas innovaciones
de estos farmacos para incrementar su eficacia en el tratamiento de las infecciones
parasitarias intestinales o sistémicas. En las Gltimas decadas surgié un nuevo farmaco de
amplio espectro: la nitazoxanida, que ha mostrado eficacia en el tratamiento de infecciones
debidas a protozoarios y helmintos. Pero debido al desarrollo de resistencia que algunos
parasitos han mostrado, los tratamientos disponibles han perdido efectividad.

Por otra parte, algunos farmacos presentan serios efectos secundarios que restringen su uso,
particularmente en individuos inmunocomprometidos, que requieren el tratamiento por
largos periodos. Por tales razones, se hace necesario el desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos.

Actualmente la optimizacion y busqueda de principios activos se desarrolla mediante el
disefio racionalizado de moléculas, proceso que permite detectar &tomos o conjuntos de
atomos importantes en la estructura del farmaco que le confieren las propiedades
terapéuticas esperadas, con lo cual se busca optimizar las propiedades biofarmacéuticas de
los compuestos, disminuir su toxicidad y al mismo tiempo obtener farmacos mas
especificos y eficientes.

En esta tesis se busca conocer mas sobre los requerimientos estructurales para la actividad
antiparasitaria, a través de la sintesis de nuevas moléculas de tipo bencimidazélico, asi
como la determinacion de su actividad antiprotozoaria. Es por ello que en el presente

proyecto se aborda el estudio de la sintesis y actividad de nuevos derivados del
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bencimidazol, empleando como modelos de evaluacion antiparasitaria los protozoarios
Giardia intestinalis y Trichomonas vaginalis.

Los datos que se obtengan, complementados con estudios computacionales, serviran para
establecer posteriormente relaciones cuantitativas estructura-actividad y para el disefio de
nuevas moléculas con mejores probabilidades de actividad antiparasitaria, apoyando asi

proyectos futuros.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Epidemiologia de las enfermedades parasitarias

Las parasitosis intestinales representan las afecciones mas frecuentes en nifios y adultos en
el mundo, sobretodo en paises en vias de desarrollo. Se estima que més del 50% de la
poblacion mundial padece alguna parasitosis, afectando principalmente a nifios de 1-9
afios.? Debido a su prevalencia, las parasitosis ocasionadas por helmintos y protozoarios
son las de mayor importancia a nivel mundial.?®

De acuerdo con lo reportado por el Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia
Epidemioldgica, en el 2005 se reportaron en nuestro pais 1 695 717 casos de parasitosis,
siendo la mas comln de estas infecciones la amebiosis intestinal (Gréafico 2.1),**
enfermedad que afecta aproximadamente al 10% de la poblacion mundial, causando entre
50 000 y 100 000 muertes al afio.**

800000
700000
600000
500000
400000+
300000+
200000+
100000+

No. de casos

Parasitosis

Grafico 2.1 Prevalencia de las parasitosis intestinales en México durante el 2005.

La importancia de prevenir y tratar oportunamente dichas afecciones recae tanto en la alta

propagacion de estos parasitos, como en las consecuencias surgidas de ellas, entre las que
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destaca la reduccion en la absorcion de micronutrientes esenciales en el desarrollo humano,
lo que aunado a sintomas como diarrea y anorexia, promueve cuadros de anemia y
desnutricién que van de leves a moderados.®> Ademés, la capacidad invasiva inherente al
ciclo infectivo de estos paréasitos puede conducir a dafios sistémicos, pudiendo ocasionar asi

la muerte del individuo infectado.*®

2.2 Tratamiento de las parasitosis intestinales
Hoy en dia la quimioterapia juega un papel importante tanto en el tratamiento como en el
control de las enfermedades parasitarias, y los principales farmacos utilizados con este fin

son los derivados del bencimidazol y nitroheterociclos.®*#*3

2.2.1 Bencimidazoles en la quimioterapia de enfermedades parasitarias

Los derivados del bencimidazol son de gran importancia en diferentes lineas de
investigacion, sobretodo en areas relacionadas con la salud, debido al amplio espectro de
actividad bioldgica que presentan.®? Este heterociclo forma parte de numerosos farmacos
entre los que se encuentran: fungicidas, antiinflamatorios, antibacterianos, antivirales,

antitumorales y antiparasitarios.***’

Actualmente los compuestos bencimidazolicos de uso comdn en la préctica clinica para el
tratamiento de las enfermedades parasitarias son el albendazol, el flubendazol y el

mebendazol (Figura 2.1), los cuales son efectivos y poco téxicos.*?

(0]
/
R N >—O
\©[N\ H
H

R = CO-Ph Mebendazol
CO-C¢H,-4-F Flubendazol

S-CH,CH,CH;, Albendazol

Figura 2.1 Algunos compuestos bencimidazolicos de interés terapéutico.
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Los mecanismos por medio de los cuales se conoce que los bencimidazoles ejercen su
efecto bioldgico son principalmente tres (Figura 2.2):

1. Se ha demostrado que farmacos como el mebendazol inhiben directa y selectivamente la
absorcion de glucosa en helmintos, lo que lleva a un consumo significativo del glucogeno
del parasito. Debido a la falta de sus principales fuentes de energia, se presenta una
disminucion en la formacion de ATP, indispensable para la sobrevivencia y reproduccion
de los parasitos, produciéndose su inmovilizacién y muerte.***

2. El bloqueo del metabolismo anaerobio de la glucosa en helmintos, a través de la
inhibicién de la enzima fumarato reductasa, lo que priva al parasito de una importante
fuente de energia causando su pardlisis y muerte. ES conveniente mencionar que esta
enzima no se presenta en humanos por lo que representa una diana importante para la
innovacion de farmacos antiparasitarios.***®

3. Adicionalmente, el mebendazol y sus congéneres actdan inhibiendo la polimerizacion de
la tubulina impidiendo asi la formacién de microtdbulos en los parésitos.*** Esta
interrupcion de la agregacion de microtdbulos afecta varias funciones del parésito; entre
ellas funciones de transporte de nutrientes y alteracion en la secrecion de acetilcolinesterasa,
produciendo asi su inmovilizacién y muerte.®®?? Cabe sefialar que la afinidad de los
bencimidazoles por la tubulina del parasito es mucho mayor que por la de los mamiferos
(entre 250-400 veces superior), lo que se traduce en la alta selectividad de estos

compuestos. 4182

Aln cuando el modo de accion de los bencimidazoles como antihelminticos ha sido
ampliamente estudiado, los mecanismos que describen su actividad antiprotozoaria son
todavia escasos.'® Al respecto estudios in vitro muestran que los bencimidazoles derivados
del carbendazim (1H-bencimidazol-2-carbamato de metilo), mebendazol y albendazol
presentan actividad antiprotozoaria contra G. intestinalis y T. vaginalis.”® Asimismo,
estudios de miscroscopia electronica sugieren que estos farmacos se unen directamente a la
tubulina del parasito destruyendo asi su disco de adhesion en el que hay una gran cantidad

de dicha proteina y ocasionando de esta manera su muerte. 822
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Consumo de reservas
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Muerte Expulsion

Figura 2.2 Mecanismo de accién de los bencimidazoles.

Una caracteristica importante de los bencimidazoles es que ademas de presentar un amplio
espectro antihelmintico, muestran una baja ocurrencia de efectos secundarios debido,
ademas de su selectividad, a su baja absorcién y su alta unién a proteinas plasmaticas (70-
95%).2%* Sin embargo, esta caracteristica es también una desventaja, ya que infecciones
sistemicas tratadas con estos farmacos requieren la administracion de altas dosis por largos
periodos, lo que resulta en el desarrollo de resistencia a este tipo de compuestos.>?>%°

2.2.2 Nitroheterociclos en la quimioterapia de enfermedades parasitarias

Otro grupo importante dentro de los farmacos antiparasitarios son los nitroheterociclos,
entre los que destacan el benznidazol, nitazoxanida, metronidazol, furazolidona,
nitrofurazona y ornidazol (Figura 2.3).1*142728

Los nitroimidazoles, particularmente el metronidazol, son los farmacos de eleccién en la
terapia de protozoosis como tricomoniosis, giardiosis y amebiosis.>*®> Cabe resaltar que
dicho farmaco se encuentra incluido dentro del cuadro basico de medicamentos de la

SSA.2®
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Por otra parte, la nitazoxanida es un farmaco antiparasitario notable por su amplio espectro
de actividad, ya que estudios recientes muestran su efectividad tanto en el tratamiento de
protozoarios como Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, Giardia intestinalis,
Cryptosporidium parvum, y contra los helmintos Ascaris lumbricoides, Ancyclostoma
duodenale, Trichuris trichiura, Taenia saginata, Hymenolepis nana y Fasciola hepatica.™
La nitazoxanida tiene una excelente biodisponibilidad después de una dosis oral, y sus
principales metabolitos (tizoxanida y el glucéronido de tizoxanida) son derivados activos,
por lo que se ha considerado a este compuesto como una especie de profarmaco.*>* Por
otro lado, a diferencia del metronidazol, la nitazoxanida y sus metabolitos parecen estar

libres de efectos mutagénicos y teratogénicos.*>*>*’

I
O2N/(N)\CH3 0
|

R

N9 OJ\CH3
R= (CH,),0OH Metronidazol OzN/(»\
= (CH,),SO,CH,CH,  Tinidazol s N

CH,CH(OH)CH,CI Ornidazol
CH,CH(OH)CH, Secnidazol

Nitazoxanida

/ \

O,N
2 0 \ N
O,N"T N
R = NHCONH, Nitrofurazona |IQ
X
=N~ 0 Furazolidona R=H Azomicina
\/ = CH,CONHCH,Ph  Benznidazol

Figura 2.3 Algunos derivados nitroheterociclicos de interés terapéutico.

El mecanismo de accion de los nitroimidazoles y nitrofuranos se atribuye a la reduccién de
su grupo nitro por componentes de la cadena de transporte de electrones como
flavoproteinas y ferredoxinas; siendo la enzima responsable de dicha reaccién la Piruvato
Ferredoxin Oxidoreductasa (PFOR).**™ Los productos de la reduccién son principalmente

especies reactivas de oxigeno que reaccionan con macromoléculas como el ADN, ARN,
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proteinas endogenas e incluso ocasionan la lipoperoxidacion de la membrana del parésito,
lo que produce consecuentemente la muerte del mismo (Figura 2.4).”*'* La enzima
oxidoreductasa responsable de la reduccion de los derivados de nitroheterociclos no tiene

una contraparte en mamiferos, lo que se traduce en la baja toxicidad del farmaco.?**’

En contraste con los nitroimidazoles, la nitazoxanida parece interactuar directamente con la
PFOR (es decir, no depende de la presencia de ferredoxina reducida), y los productos de
dicha interaccion no producen mutaciones en el ADN. Aun cuando el mecanismo de accién
de la nitazoxanida en helmintos no ha sido determinado, las enzimas de la cadena de

transporte de electrones son consideradas los blancos potenciales de este farmaco.™*%’

Nitroimidazoles Ar-NO,

Nitroimidazoles

Intermediarios de vida
media corta

DNA
RNA
Proteinas
Otros blancos

Pty

Productos finales
inactivos

Membrana

Productos finales NHOH

inactivos
|

Figura 2.4 Principales especies reactivas formadas por accion de los nitroimidazoles.

2.3 Disefio de compuestos novedosos con posible actividad antiparasitaria

Una vez planteada la situacion actual de las parasitosis y su tratamiento, asi como la
necesidad del desarrollo de nuevos farmacos, se resumen a continuacion las modificaciones
moleculares y estrategias mediante las que han sido desarrollados nuevos compuestos con

posible actividad antiparasitaria.
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2.3.1 Modificaciones moleculares de los bencimidazoles
Como parte de la busqueda de informacion acerca de los requerimientos estructurales para
la actividad antiparasitaria, se han sintetizado una serie de derivados del bencimidazol,

cuyas principales modificaciones se indican a continuacién (Figura 2.5)."3%

N

2 -

7

> ">IZ
N

Figura 2.5 Posiciones donde se han realizado modificaciones estructurales al anillo
bencimidazolico.

# Modificaciones en la posicion A. Con el fin de establecer la importancia del
hidrégeno en esta posicion se han sintetizado varios 1-alquil, 1-aril, l-acil y 1-
arilalquilbencimidazoles.**®* Los resultados obtenidos indican que la presencia del
hidrogeno en esta posicion favorece la actividad antihelmintica, mientras que un grupo

metilo incrementa la actividad antiprotozoaria.>®*®

Adicionalmente, con este
reemplazo se evita el efecto tautomérico debido a la migracion del hidrégeno de la

posicién 1 a la posicion 3 del anillo bencimidazélico (Figura 2.6).331%

Figura 2.6 Formas tautoméricas del 1H-bencimidazol.
# Modificaciones en la posicion B. Los cambios efectuados en esta posicion son
principalmente en cuanto a la naturaleza polar del sustituyente (-H, -CHs, CF3, -NH,, -
NHCOOCHS3, -SH, -SCHj3), con el fin de establecer como afecta este factor la
biodisponibilidad del compuesto y su efecto antiparasitario.*®*
4 Modificaciones en la posicion C. La presencia de sustituyentes en las posiciones 5

y/6 6 de los bencimidazoles es un factor importante para determinar el perfil
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antiparasitario de estos compuestos. Ademas dichos sustituyentes previenen que la
d.18'30

molécula sufra de metabolismo y pierda activida
A continuacién se enlista la actividad giardicida de algunos compuestos derivados del
bencimidazol (Tabla 2.1) previamente sintetizados.
Tabla 2.1 Actividad giardicida de algunos derivados del bencimidazol

R, N
Jiji \>7R3 Clso* (uM)
R; N
H
Compuesto | R; | Ry R3 G. intestinalis
1 H|H CHjs 0.317
2 H|H NH, 1.902
3 H | H | NHCOOCH; 0.057
4 H|H SH 0.040
5 H|H SCH3 0.045
6 H|H H 0.008
7 Cl| H CHj3 0.156
8 Cl|H NH, 0.030
9 Cl | H | NHCOOCHs3; 0.066
10 Cl|H SH 0.081
11 Cl|H SCH3 0.005
Albendazol 0.037

* Concentracion inhibitoria 50

2.3.2 Compuestos “hibridos” como una estrategia en la innovacion de farmacos

La variacion molecular es uno de los métodos utilizados en el disefio y desarrollo de nuevos
farmacos y se basa en la modificacion de una molécula con actividad conocida a fin de
obtener un nuevo compuesto que puede presentar actividad farmacolégica.*3*

Uno de los métodos de variacion molecular es la combinacion covalente de dos grupos
farmacofdricos en una sola molécula. Como resultado de dicha union se obtienen
compuestos “gemelos idénticos”, cuando ambos grupos farmacofdricos son iguales; o bien

compuestos “gemelos no idénticos” o “hibridos”, si son distintos.*

10
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Como resultado de la union de distintos grupos farmacofdricos se obtienen compuestos

cuyas caracteristicas estructurales les permiten actuar en distintos blancos bioldgicos, por lo
que los farmacos hibridos son también denominados farmacos de accién dual.®

Por otro lado, investigaciones realizadas en el Departamento de Farmacia de la Facultad de

Quimica de la UNAM, en colaboracion con la Unidad de Investigacion Médica en

8,30'35

Enfermedades Infecciosas del Centro Médico Nacional siglo XXI del IMS y otras

realizadas por el grupo de trabajo del Doctor Turan-Zitouni,"®*’ han aportado datos

relevantes que muestran que compuestos hibridos derivados del bencimidazol y la

30,35

nitazoxanida, presentan buena actividad biologica como antiparasitarios 0 bien como

antibacterianos y fungicidas.'®*"3°

Aln cuando en ambos casos los nucleos precursores son los mismos, la diferencia entre
ellos radica en que los compuestos sintetizados en la Facultad de Quimica de la UNAM
30,35 y

aquellos reportados por el Doctor Turan-Zitouni presentan una union ariltioacetamida en la

estan unidos via un enlace carboxamida en la posicion 5 del anillo bencimidazdlico

posicion 2 del anillo bencimidazol.**” Adicionalmente la ubicacién de sustituyentes como
los grupos nitro y metilo se intercambian del tiazol al bencimidazol, lo que confiere a estos

compuestos actividades bioldgicas distintas (Tabla 2.2).%%

Tabla 2.2 Algunos hibridos sintetizados en la Facultad de Quimica de la UNAM (a) y por
el equipo de trabajo del Doctor Turan-Zitouni (b) y su correspondiente actividad giardicida

J N o
RZ‘<\S)\\NH N Rt N N CHs
| D—r, \C[\>—SCH2CONH~</I
N N s
H

H R
a b
UNAM / IMSS Dr. Turan-Zitouni
Compuesto R1 R, R R’ Clso*(uM)
PVB-16 CHs H - - 0.201
PVB-59 CHs NO, - - 0.016
VMAS-62 SCH; | NO, - - 0.161
I1-b - - H NO, Nr
I1-c - - CHs H Nr
I1-h - - COOC;Hs NO, Nr

* Concentracion inhibitoria 50 contra G. intestinalis; Nr: No reportada

11
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Cabe resaltar, que previamente se ha reportado que los nucleos precursores de este tipo de
hibridos presentan una actividad giardicida inferior cuando se evalGan por separado o en
una mezcla fisica, que cuando estan unidos covalentemente en el compuesto hibrido (Tabla
2.3).35

Tabla 2.3 Actividad giardicida de la carboxamida hibrida PVB-59 y sus nucleos
precursores

Compuesto Clso* (uM) | Conc. final (ug/mL)
OH
0 \
| N>—CH3 0.019 0.0035
H
PVB-7
R
OZN/(S)\NHZ 0.372 0.0540
ANTZ
/ N (6]
oZN’@NHl N
| H—ocH, 0.016 0.0050
N
H
PVB-59
OH
N N
o N 0.0095
| H—cHs +02N/(S)\NH2 Nd 0.00524 (4cido)
H 0.00425 (ANTZ)
PVB-7 + ANTZ

* Concentracion inhibitoria 50 contra G. intestinalis; Nd: No determinada

2.4 Métodos generales de sintesis
Para la sintesis de los derivados bencimidazolicos, del tipo hibrido, es necesario partir del
nucleo bencimidazdlico adecuadamente sustituido y posteriormente adicionar los otros

grupos. A continuacion se describen algunos métodos que han sido utilizados con dicho fin.

2.4.1 Métodos de obtencion de bencimidazoles

Uno de los principales métodos de sintesis de derivados bencimidazolicos consiste en la
reaccién de ciclocondensacion entre la 1,2-fenilendiamina y un &cido carboxilico cuya
naturaleza determina el sustituyente en posicion 2, obteniéndose generalmente buenos

rendimientos (Figura 2.8).%"*°

12
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NH,
: :NHZ

-H,0 N

+ RCOOH — | DR
A N
H

Figura 2.8 Sintesis de bencimidazoles a partir de 1,2-fenilendiaminas y acidos.

Si se requiere funcionalizar la posicion 2 del bencimidazol con grupos como NH; 6 SH, se

emplean reactivos electrofilicos como BrCN para obtener el 2-aminobencimidazol, o bien

el CS; para sintetizar el 2-mercaptobencimidazol (Figura 2.9).

3,40-41

K
(X

NH,

NH,

NH,

NH,

NaOH
H,O
+ BICN ——=
A

KOH
EtOH

_ =

+ CSZ

N
| \>7NH2
N

H

N
| H—sH
N
H

Figura 2.9 Métodos de obtencion de 2-mercapto-1H-bencimidazoles y 2-amino-1H-

bencimidazoles.

2.4.2 Métodos de obtencion de carboxamidas

La elaboracion de estos compuestos resulta un tanto dificil si se quieren hacer reaccionar

directamente los acidos carboxilicos con aminas, ya que se obtienen las sales

correspondientes debido a la reaccion acido-base que ocurre entre ellos, ademas el grupo

hidroxilo del 4cido es un mal grupo saliente.*? Por tal motivo, la preparacion de este tipo de

compuestos se lleva a cabo utilizando una forma més activa del acido carboxilico (como es

el caso de los anhidridos y halogenuros de &cido), o mediante el uso de agentes que forman

aductos inestables con el acido, para después hacerlos reaccionar con las aminas deseadas.

Algunos ejemplos de métodos de sintesis de carboxamidas se ilustran a continuacion

(Figura 2.10).*>*
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1) SOCI,, PClg 6 COCI,

_ 0
1) (RPTOPR,) 6 (F4CS0,0), @_/(
OH

Ri
2) H-N
R2

Figura 2.10 Métodos de sintesis de carboxamidas.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la alta incidencia de enfermedades parasitarias, tanto en humanos como en el
sector pecuario, asi como los efectos colaterales producidos por los farmacos de uso actual
para su tratamiento, la pobre solubilidad en agua que los derivados bencimidazdlicos
presentan y los mecanismos de resistencia generados por los parasitos, es necesario el
desarrollo de nuevos compuestos antiparasitarios. Asimismo es urgente obtener
informacién basica acerca de las caracteristicas estructurales requeridas para que un

compuesto presente una actividad biol6gica determinada.

Ahora bien, con base en las caracteristicas estructurales de los compuestos que forman
parte de este proyecto pueden plantearse las siguientes preguntas: La unién de los grupos
farmacoféricos bencimidazol y tiazol ¢potenciara la actividad antiparasitaria de igual
manera si estan conectados via un enlace carboxamida en posicion 5 del bencimidazol que
via una union ariltioacetamida en la posicion 2 del anillo bencimidazélico?, si se elimina el
grupo nitro del anillo de tiazol ¢disminuird la actividad antiparasitaria?, ;existe la
posibilidad de que la introduccién del grupo tiol en la posicion 2 del anillo bencimidazélico

mejore la actividad de estos compuestos en relacion a otros hibridos reportados?
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 Hipotesis

Los compuestos hibridos derivados de los ndcleos bencimidazol y tiazol, presentaran una
mejor actividad antiparasitaria in vitro que dichos compuestos evaluados aisladamente.
Adicionalmente, la actividad presentada por los hibridos unidos via un enlace
ariltioacetamida en posicion 2 del bencimidazol, sera equiparable a la actividad de los
hibridos que se encuentran unidos via un enlace carboxamida en la posicion 5 del anillo
bencimidazolico. Se espera también que la ausencia del grupo nitro disminuira la potencia,
pero los compuestos seguirdn siendo activos. En conjunto todos los compuestos por sus
caracteristicas estructurales tendran una actividad equiparable con la de los farmacos

antiparasitarios de uso actual (albendazol, metronidazol, nitazoxanida).

4.2 Objetivo general

Sintetizar y evaluar la actividad antiprotozoaria de dos derivados hibridos del bencimidazol
y del 5-nitrotiazol y sus correspondientes analogos no nitrados, unidos mediante un enlace
carboxamida en la posicion 5 del bencimidazol o por una union ariltioacetamida en la

posicion 2 del anillo bencimidazdlico.

4.3 Objetivos particulares
# Sintetizar y purificar los siguientes compuestos hibridos derivados del bencimidazol
y tiazol.

H3C\O

0 0 N\
| | H—s 0
NH | N\%SH N —

NH
: ~
R=H 19 RN

R=NO, 61

iyl

S

R
R

H 10a
NO, 10b

Figura 4.1 Carboxamidas (19 y 61) y carboxilatos de metilo (10a y 10b) derivados de los
nucleos bencimidazol y tiazol.
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# Sintetizar y purificar los compuestos precursores necesarios para la obtencion de las

carboxamidas y carboxilatos bencimidazolicos finales.

# Determinar las constantes fisicas y caracterizar estructuralmente los compuestos

sintetizados, mediante el uso de técnicas espectroscépicas y espectrométricas.

# Evaluar la actividad antiparasitaria in vitro de los compuestos hibridos, frente a los

protozoarios Giardia intestinalis y Trichomonas vaginalis.

# Determinar la influencia de la posicion del sustituyente tiazol en la actividad

antiparasitaria de los derivados bencimidazdlicos finales.

# Enriquecer la base de datos de compuestos antiparasitarios derivados del

bencimidazol, con el fin de establecer una relacién estructura-actividad.

17
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5. METODOLOGIA

El desarrollo experimental de esta tesis comprende la descripcién de la metodologia
empleada para sintetizar los compuestos derivados del bencimidazol disefiados. Ademas, se
incluye la descripcion de la metodologia realizada por el grupo de trabajo del Centro
Médico Nacional siglo XXI, para la evaluacion del efecto antiparasitario de los compuestos

sintetizados contra los protozoarios G. intestinalis y T. vaginalis.

5.1 Parte quimica

5.1.1 Sintesis de los carboxilatos de metilo 1H-bencimidazolicos 10ay 10b

Para la sintesis de estos carboxilatos se prepararon inicialmente los precursores 7, 9a 'y 9b;
para lo cual se siguieron las secuencias sintéticas mostradas en los Esquemas 5.1 y 5.2,
respectivamente. Habiendo obtenido dichos precursores, se procedio a la preparacion de los

compuestos hibridos como se indica en el Esquema 5.3.

HSC\
HO HO 0
O£\©\ a O;\©\ b o~
— (0] — e}
NH, NHJK(:H3 NHJ&CH3
1 2 3
c
H3C H3C H3C
(0] 0] (l)' (0] (l)'
+ +
= NH = N« = N«
OJ@[ - OA@[ s 0)\@ K
- -
NH, NH, NH

6 5 402\

CH,

FaC OH
0 N 1)g 0”7 N
| H—sn = | H—sn
N 2)h N
H H
7 12

(@) (CH,C0),0; (b) (CH,),SO,, NaHCO,, DMF; (c) H,SO,, HNO,; (d) KOH, MeOH, H,0; (e) H,,
Pd/C 5%, MeOH, AcOEt; (f) CS,, KOH, EtOH, H,0; (g) KOH, MeOH, H,0, (h) H*

Esquema 5.1 Secuencia sintética para preparar los precursores 7'y 12,
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HZN/Q}\R

8a R=H
8b R=NO,

(a) CICOCH,CI, Et;N anhidra, Glima

o NN
\/kNHi}R

9a R=H
9 R=NO,

Esquema 5.2 Sintesis de los precursores 2-cloro-N-(1,3-tiazol-2-il)acetamida y 2-cloro-N-
(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)acetamida.

N
e
H

,
H3C\o

0”7 N

| >
N
H

10a R=

10b R=

(a) K,CO,, Acetona

Cl /O N A\ a
VKNHA}R -

9a R=H
9b R=NO,

0
/ N
HNH«B\R
S
H
NO,

Esquema 5.3 Secuencia sintética para la obtencién de los compuestos hibridos 10a y 10b.

Se inicid a partir del acido 4-aminobenzoico (1), que se hizo reaccionar con anhidrido

acético y se obtuvo el acido 4-acetamidobenzoico (2).°%°* Posteriormente, se esterificé 2

con sulfato de dimetilo y bicarbonato de sodio en dimetilformamida (DMF), obteniéndose

asi el 4-acetamidobenzoato de metilo (3).>® Luego, el compuesto 3 se someti6 a una

nitracion con mezcla sulfonitrica para obtener el 4-acetamido-3-nitrobenzoato de metilo

(4)°*> Enseguida se realiz6 una hidrolisis de

4 en potasa metanolica acuosa, con lo cual se
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obtuvo el 4-amino-3-nitrobenzoato de metilo (5)°**°

, que se sometidé a una reduccion
catalitica, utilizando Pd/C 5% como catalizador, para formar el 3,4-diaminobenzoato de
metilo (6).*° Posteriormente se llevé a cabo la ciclacién de 6, utilizando disulfuro de
carbono y potasa etanolica acuosa, con lo cual se obtuvo el 2-mercapto-1H-bencimidazol-
5(6)-carboxilato de metilo (7).34%4

Por otro lado, se llevaron a cabo las reacciones del 2-aminotiazol (8a) y 2-amino-5-
nitrotiazol (8b) por separado con cloruro de cloroacetilo en presencia de trietilamina
anhidra y glima como disolvente para obtener los precursores 2-cloro-N-(1,3-tiazol-2-
il)acetamida (9a) y 2-cloro-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)acetamida (9b), respectivamente.*®°
Finalmente, se realiz6 la formacion de los compuestos hibridos 2-{[2-ox0-2-(1,3-tiazol-2-
ilamino)etil]tio}-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo (10a) y 2-{[2-0x0-2-(1,3-
tiazol-5-nitro-2-ilamino)etil]tio}-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo (10b),

mediante la reaccién de 9a (6 9b) con 7 en acetona y carbonato de potasio.'**"

5.1.2 Sintesis de las carboxamidas 1H-bencimidazdlicas 19y 61

Se inici6é a partir del acido 3,4-diaminobenzoico (11) que se sometié a una reaccion de
ciclocondensacién con CS, y potasa etandlica acuosa para obtener 12.3%*! También puede
obtenerse el &cido 12 mediante la hidrolisis alcalina de 7 (Esquema 5.1), segun lo
reportado por P. Vargas y V. Arroyo.*>* Posteriormente se hizo reaccionar el 4cido 2-
mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilico (12) con 1,1’-carbonildiimidazol (CDI) en
DMF anhidra y, luego de formado el intermediario imidazélido, se adiciono a la mezcla de
reaccién 8a (u 8b) disuelto también en DMF, para obtener asi las carboxamidas 1H-

bencimidazoélicas 19 6 61, respectivamente (Esquema 5.4).***
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OH HO

N (0]
/
AL e T - S
E—— SH —— SH
N ¢ N
H H
19

11 12
b
d

/N
OZN’()\NH)KC[N
S A\
| N>—SH
H
61

() CS,, KOH, EtOH, H,0; (b) CDI (1.2 eq), DMF anhidra; (c) ATZ (1.2 eq); (d) ANTZ (1.2 eq)

Esquema 5.4 Ruta sintética para la obtencion de las carboxamidas 19 y 61.

5.2 Parte bioldgica

Esta parte fue realizada por el equipo de trabajo de la Dra. Lilian Yépez Mulia, en el Centro
Médico Nacional siglo XXI y consistio en la evaluacion antiparasitaria in vitro de los
derivados bencimidazolicos 10a, 10b, 19 y 61, contra los protozoarios Giardia intestinalis

y Trichomonas vaginalis.

5.2.1 Prueba de susceptibilidad in vitro para G. intestinalis

Se empleé el método de subcultivos, previamente estandarizado. Se incubaron 4x10°
trofozoitos de G. intestinalis por 48 horas a 37 °C, en tubos con concentraciones crecientes
de los diferentes compuestos (0.005, 0.01, 0.05,0.1y 0.5 ug/mL).

Como control negativo se emplearon trofozoitos en medio libre de farmacos. Después de la
incubacién se inocularon 50 uL de trofozoitos tratados, en medio fresco, ya sin la adicion
de los compuestos y se incubaron por 48 horas mas. EI nimero final de trofozoitos se
determind en una camara cuentaglobulos. Se calculé el porcentaje de inhibicion del
crecimiento en comparacion con el control y posteriormente, mediante analisis Probit, se
calculd la concentracion inhibitoria 50 (Clsg), que correspondid a la concentracion que
inhibid el 50% del crecimiento de los trofozoitos. Los experimentos se realizaron por

triplicado y se repitieron en tres ocasiones.>®
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5.2.2 Prueba de susceptibilidad in vitro para T. vaginalis

Se empleé el método de subcultivos, previamente estandarizado. Se incubaron 4x10°
trofozoitos de T. vaginalis por 48 horas a 37 °C, en tubos con concentraciones crecientes de
los diferentes compuestos (0.005, 0.01, 0.05, 0.1y 0.5 ug/mL).

Como control negativo se emplearon trofozoitos en medio libre de farmacos. Después de la
incubacién se inocularon 50 uL de trofozoitos tratados, en medio fresco, ya sin la adicion
de los compuestos y se incubaron por 48 horas mas. EI ndmero final de trofozoitos se
determind en una camara cuentaglobulos. Se calculé el porcentaje de inhibicion del
crecimiento en comparacion con el control y posteriormente, mediante analisis Probit, se
calculd la concentracion inhibitoria 50 (Clsg), que correspondid a la concentracion que
inhibid el 50% del crecimiento de los trofozoitos. Los experimentos se realizaron por

triplicado y se repitieron en tres ocasiones.>®
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Parte quimica

6.1.1 Constantes fisicas

Las constantes fisicas y los rendimientos obtenidos para los compuestos finales sintetizados,
se muestran en la Tabla 11.1 y los resultados obtenidos para los intermediarios restantes, se
muestran en la Tabla 11.2 del apéndice.

6.1.2 Sintesis quimica
En esta parte primero se abordara la preparacién de los carboxilatos de metilo 10a y 10b y
posteriormente lo relativo a la preparacion de las carboxamidas bencimidazolicas 19 y 61.

6.1.2.1 Obtencidn de los precursores 7, 9a 'y 9b

a) Sintesis del 2-mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo (7)

Para la preparacion de 7 se partié del &cido 4-aminobenzoico (1), que se traté con anhidrido
acetico con el fin de proteger el grupo amino; debido a lo espeso de la mezcla de reaccion,
ésta se realiz con agitacion manual. EI hecho de prescindir del uso de disolventes, facilito
la recuperacion del producto de reaccién, el acido 4-acetamidobenzoico (2), que se obtuvo
con un rendimiento del 92 %. La recristalizacion de este compuesto se llevé a cabo con una
mezcla de etanol/acetato de etilo en proporcion 80:20, con lo cual se redujo el consumo de
disolvente en aproximadamente un 70 % y se incrementd el rendimiento de recristalizacion
en un 17 %, con respecto a la recristalizacion reportada® por par de disolventes etanol/agua.
El cambio estructural se confirmé por los datos obtenidos del espectro de RMN *H, donde
se observo la sefial del grupo metilo correspondiente al grupo acetilo, como una sefial
simple a 2.064 ppm. La espectrometria de masas presentd el pico correspondiente al idn
con m/z de 179 (M*, 47%), que concuerda con la masa molecular calculada; ademas de
presentarse el i6n 137 de m/z correspondiente a la pérdida del grupo acetilo (M*-42).

Con el fin de evitar reacciones secundarias en los pasos sintéticos posteriores y/o problemas
de solubilidad, se protegié el grupo acido de 2, mediante una esterificacion. En dicha

reaccion se utiliz6 DMF para disolver a 2 y a la solucion formada se adiciond6 NaHCO3 para
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formar el carboxilato de sodio, de tal forma que éste pudiera metilarse con el sulfato de
dimetilo. La reaccion procedié de manera rapida y se recuperd el producto formado 4-
acetamidobenzoato de metilo (3) con un rendimiento del 99 %. En comparacion con el
método de Fischer, esta esterificacion presenta ventajas como: disminucion del tiempo de
reaccion y de la cantidad de disolventes utilizada; ademas de tratarse de una reaccion
irreversible.

La formacion de 3 se comprobd en el espectro de RMN *H por la sefial simple a 3.796 ppm
que integro para 3H, correspondiente al grupo metilo del éster y la presencia en el espectro
de masas del pico m/z 193 (100%) concordante con la masa molecular calculada para 3, y el
fragmento M™ -31 correspondiente a la pérdida del grupo metoxilo.

Posteriormente, se realizo la nitracion de 3 disolviendo éste en H,SO,4 concentrado, entre
10-15 °C, seguido del enfriamiento de la mezcla de reaccion a una temperatura entre 0-8 °C,
y la posterior adicion de HNO; concentrado para formar el i6n nitronio in situ. La
temperatura de disolucion de 3 es superior a la de reaccidn, ya que de esta forma el proceso
de solvatacion es mas rédpido y al enfriar se evitd la generacion de productos de nitracion
secundarios. Se llevo a cabo la reaccion de forma eficiente, obteniéndose con un 88 % de
rendimiento el 4-acetamido-3-nitrobenzoato de metilo (4). Las sefiales de RMN *H de este
compuesto en la region de aromaticos, se observaron con la multiplicidad caracteristica de
sustitucion asignable a los protones 2, 5 y 6 del compuesto, cuya integracion fue de 1H para
cada una de ellas, respectivamente. El espectro de masas presento el pico correspondiente
al ién m/z 238 (18%), concordante con la masa molecular calculada.

El siguiente paso fue la desproteccion del grupo amino de 4 por medio de una hidrolisis
alcalina a una temperatura inferior a los 22 °C, con la finalidad de hidrolizar
quimioselectivamente el grupo acetamido, quedando intacto el éster metilico; lo cual fue
posible gracias a la presencia del grupo nitro en posicion orto. Se obtuvo asi el 4-amino-3-
nitrobenzoato de metilo (5), con un rendimiento del 90 % y sin la presencia de productos de
reaccion secundarios.

La obtencion de este compuesto se confirmé con el espectro de RMN *H en el que se
presenta una sefial amplia a 7.967 ppm, que integré para 2H y que desaparece con el
intercambio con D,O ademaés de la sefial a 3.786 ppm que confirmé la permanencia del

éster metilico. Asimismo, en el espectro de IR se presentan dos bandas finas a 3475 y 3341
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cm’, correspondientes a la amina primaria formada. La espectrometria de masas mostré el
ion m/z 196 (50%), que concordd con la masa molecular esperada.

El 3,4-diaminobenzoato de metilo (6) se obtuvo a partir de la hidrogenacién catalitica de 5,
utilizando como catalizador Pd/C al 5 %. La reaccion procedio rapidamente y la separacion
del catalizador se llevo a cabo de forma facil en comparacion con otros métodos de
reduccion quimica. Se obtuvo 6 con un rendimiento del 99 % y debido a su inestabilidad
fue utilizado tal cual en la reaccion de ciclocondensacion siguiente.

Para la obtencién del 2-mercapto-1H-5(6)-carboxilato de metilo (7), se llevd a cabo la
ciclocondensacion de 6 mediante la formacion in situ del xantato de etilo, adicionando
disulfuro de carbono y potasa etandlica acuosa, a una temperatura entre 65-75 °C. La
reaccion procedio de forma rapida, obteniéndose 7 con un rendimiento del 93 %. Cabe
resaltar que la formacion de este compuesto se ve favorecida al incrementar a 1.5
equivalentes el disulfuro de carbono y la potasa adicionados, manteniendo la proporcion
soluto-disolvente 1:10 y la temperatura cercana a 65 °C.

La formacién de este compuesto se confirmé en el espectro de RMN 'H donde se
observaron las sefiales caracteristicas del sistema de sustitucion 2,5 del anillo
bencimidazolico (Fig. 6.1), ademas de una sefial simple a 3.819 ppm que integré para 3H,
asignable al grupo metoxilo del éster y las sefiales amplias intercambiables con D,O
correspondientes al grupo tiol en posicion 2 y al protdén en posicion 1 del anillo. La
espectrometria de masas mostrd el pico correspondiente al ién m/z 208 (98%), que

concordo con la masa molecular calculada para este compuesto.
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Figura 6.1 Sistema de sustitucion 2,5 del anillo bencimidazolico.

b) Sintesis de la 2-Cloro-N-(1,3-tiazol-2-il)acetamida (9a) y de la 2-Cloro-N-(5-nitro-
1,3-tiazol-2-il)acetamida (9b)

Para la obtencion del compuesto 9a se hizo reaccionar el 2-aminotiazol con cloruro de
cloroacetilo, utilizando glima como disolvente en presencia de trietilamina. Esta reaccion se
realizd en bafio de hielo y la formacién del producto fue rapida y eficiente, al obtenerse la
2-cloro-N-(1,3-tiazol-2-il)acetamida (9a) con un rendimiento del 72 % y sin presencia de
productos secundarios. En este caso el rendimiento de la reaccion fue moderado debido a la
solubilidad del producto obtenido en el disolvente utilizado para llevar a cabo la reaccion,
no obstante en este disolvente se presentd el mejor resultado ya que al cambiarlo por
acetonitrilo la reaccion presenté un menor rendimiento y el progreso de la reaccion fue mas
lento.

La formacién de 9a se corrobord en espectrometria de masas con el pico correspondiente al
ion m/z 177 (45%) concordante con la masa molecular calculada y el fragmento M™ -76
correspondiente a la pérdida del grupo cloroacetilo. Ademas se observo en el espectro de
RMN *H una sefial simple a 4.447 ppm que integré para 2H asignable al grupo metileno y
la presencia de una sefial amplia intercambiable con D,O a 11.366 ppm, con integracion
para 1H, correspondiente al protdn de la amida. En el espectro de IR se observo una banda

en 1703 cm™ propia del grupo carbonilo de la amida formada.
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La 2-cloro-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)acetamida (9b) se obtuvo llevando a cabo una reaccion
de sustitucion nucleofilica entre el cloruro de cloroacetilo y el 2-amino-5-nitrotiazol, de
manera similar que para la obtencion de 9a, sin embargo el producto de reaccién se obtuvo
con un mayor rendimiento (86 %), ya que la presencia del grupo nitro en este compuesto
modificd la solubilidad del mismo, favoreciendo asi su recuperacion de la mezcla de
reaccion.

La obtencién de 9b se confirmé en IR donde aparecié una banda a 1694 cm™ propia del
grupo carbonilo de la amida formada. Ademas, la espectrometria de masas mostro el ién
con m/z 221 (34 %), que concordd con la masa molecular calculada, y el fragmento M* -76,
asignable a la pérdida del grupo cloroacetilo. En el espectro de RMN *H apareci6 una sefial
simple a 4.566 ppm, que integro para 2H, asignable al grupo metileno en 2 y la sefial simple

en 8.446, con integracion para 1H correspondiente al protén del anillo tiazol.

6.1.2.2 Obtencién de los carboxilatos de metilo finales 10a y 10b

Para la obtencion del 2-{[2-0x0-2-(1,3-tiazol-2-ilamino)etil]tio}-1H-bencimidazol-5(6)-
carboxilato de metilo (10a) se realiz6 una reaccion de sustitucion nucleofilica entre el 2-
mercapto-1H-5(6)-carboxilato de metilo (7) y la 2-cloro-N-(1,3-tiazol-2-il)acetamida (9a),
en K,CO3 y utilizando acetona como disolvente. El carbonato de potasio fue utilizado para
abstraer el protdn acido del tiol incrementando asi la nucleofilia del atomo de azufre. La
reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente para evitar la formacion de productos
secundarios. El producto esperado se formé en poco tiempo y su purificacién no presento
dificultades. EI empleo de acetona como disolvente, present6 la ventaja que en ésta, ambas
materias primas fueron muy solubles y no asi el producto de reaccién, lo que contribuyé al
facil aislamiento del producto 10a y con ello a un buen rendimiento (89 %).

Se observd en IR la presencia de dos sefiales caracteristicas del grupo carbonilo a 1702 y
1671 cm™, correspondientes a la amida y al éster metilico. Por otra parte, el espectro de
masas generado por la técnica de FAB™, modalidad positiva, presenté el ion quasimolecular
(M*) en una relacién m/z 349 (29%), que concuerda con la masa molecular esperada para
este compuesto. Las sefiales que presenté el espectro de RMN *H confirmaron la formacion
de 10a al presentarse una sefial simple a 3.828 ppm que integro para 3H, correspondiente al

grupo metoxilo y otra sefial simple a 4.291 ppm que integrd para 2H correspondiente al
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grupo metileno (-S-CH,-CO-). Ademas se observo la presencia de las sefiales asignables a
los protones aromaéticos (tanto del bencimidazol como del tiazol) entre 7.178 y 8.001 ppm y
los protones intercambiables con D,0 a 12.891 ppm correspondientes a los protones de la
amida y del nitrégeno bencimidazoélico. Por otro lado, para confirmar que la sustitucion se
Ilevd a cabo en el azufre y no en el nitrégeno del bencimidazol se realiz6 un experimento
NOESY (Espectro 21), en el que no se observé interaccion entre los protones del grupo
metileno y los hidrogenos aromaticos correspondientes al anillo bencimidazolico, lo cual
corroboré que la sustitucion se llevo a cabo en el grupo tiol.

La sintesis del 2-{[2-oxo0-2-(1,3-tiazol-5-nitro-2-ilamino)etil]tio}-1H-bencimidazol-5(6)-
carboxilato de metilo (10b) se realizdé de manera similar a 10a, por sustitucion nucleofilica
entre la 2-cloro-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)acetamida (9b) y el 2-mercapto-1H-5(6)-
carboxilato de metilo (7), en carbonato de potasio y utilizando acetona como disolvente. Se
obtuvo un rendimiento del 93 %; cabe resaltar que este compuesto no se recristalizé debido
a su pobre solubilidad, pero al generarse un solo producto de reaccién, sélo fue necesario
un lavado con éter dietilico con el fin de eliminar parte de la humedad del compuesto.

El IR de este compuesto mostré una banda ancha a 1699 cm™ correspondiente a los dos
grupos carbonilo del éster metilico y la amida. Por otra parte, el espectro de masas
generado por la técnica de FAB*, modalidad positiva, presenté el ién quasimolecular (M™)
en una relaciébn m/z 395 (10%), que concordd con la masa molecular esperada. La
estructura de este compuesto se establecié con base en los resultados obtenidos de RMN *H,
donde aparecieron sefiales tales como una sefial simple a 3.835 que integro para 3H,
correspondiente al grupo metoxilo y una sefial simple a 4.213 ppm que integr6é para 2H
asignable al grupo metileno (-S-CH,-CO-). Se presentaron también sefiales entre 7.471 y
8.441 ppm, que en base a su desplazamiento quimico, constantes de acoplamiento e
integracion fueron asignadas a los protones aromaticos del bencimidazol y del tiazol.
Ademas se observé una sefial amplia a 12.681 ppm con integracion para 2H, intercambiable
con D0, correspondiente a los protones de la amida y del nitrégeno bencimidazdlico. Se
realizd también el experimento NOESY (Espectro 28) con la finalidad de descartar la
unién de 9b al nitrégeno bencimidazolico. En dicho espectro no se observo interaccion
entre los protones del grupo metileno y los protones aromaticos del bencimidazol, por lo

que se concluyd que la union se llevd a cabo en el azufre como se esperaba.
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6.1.2.3 Sintesis del acido 2-Mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilico (12) y del
Cloruro del acido 2-mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilico (13)

Para la obtencién de las carboxamidas 2-mercaptobencimidazdlicas 19 y 61, se propuso
como primera ruta sintética su formacion a partir del cloruro de acido comun a ambos
compuestos (13) (Esquema 6.1), para lo cual, primero se sintetiz6 el acido precursor 12

que también se obtuvo mediante la hidrélisis de 7 segin el Esquema 5.1.%°
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(a) CS,, KOH, EtOH, H,0; (b) SOCIL,, Benceno; (c) Et,N anhidra, CH,CN

Esquema 6.1 Secuencia sintética para la obtencion de la carboxamida 61.

Se sintetizd el &cido 2-mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilico (12), realizando la
ciclocondensacion del acido 3,4-diaminobenzoico comercial mediante la formacion in situ
del xantato de etilo, adicionando disulfuro de carbono y potasa etandlica acuosa, a una
temperatura entre 65-75 °C. La reaccién procedié de forma rapida obteniéndose 12 con un
rendimiento del 94 %. Cabe resaltar que al igual que para el compuesto 7, la formacién de
12 se ve favorecida al incrementar a 1.5 equivalentes el disulfuro de carbono y la potasa
adicionados, manteniendo la proporcidn soluto-disolvente 1:10 y la temperatura cercana a
los 65° C.

La obtencién de 12 se confirmé en RMN *H, donde aparecen las sefiales caracteristicas de
la sustitucion 2,5 del bencimidazol (Figura 6.1), ademas de la presencia de una sefial
amplia a 5.502 ppm intercambiable con D,0O y con integracion para 1H correspondiente al
proton del grupo &cido. Debido a la tautomeria de la molécula (Figura 6.2), se observé una
sefial amplia a 12.781 ppm, intercambiable con D,O y con integracion para 2H
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correspondientes a los nitrogenos bencimidazolicos. Por otro lado, la espectrometria de

masas present6 un pico con una relacion m/z 194 (M*, 100%), correspondiente a la masa

OH
H
N
@)
N
H

Figura 6.2 Formas tautomericas del acido 2-mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilico.

molecular calculada para este compuesto.

OH

N
© | H—sH
N
H

Posteriormente se llevé a cabo la formacién del cloruro del &cido 2-mercapto-1H-
bencimidazol-5(6)-carboxilico (13), a partir del acido carboxilico 12 y cloruro de tionilo en
tolueno, a temperatura de reflujo. El tiempo promedio de la reaccion fue de 4 horas,
generandose un solo producto, que se utilizd sin purificar para generar las amidas
bencimidazolicas.

Una vez obtenido el cloruro de acilo 13, éste se tratd con 2-amino-5-nitrotiazol (8b)
utilizando acetonitrilo como disolvente y trietilamina en exceso, para llevar a cabo la
formacion de la amida correspondiente. Sin embargo, no se obtuvo el producto de reaccion
esperado, debido tanto a la baja solubilidad del cloruro de &cido en el disolvente, como a la
pobre nucleofilia presentada por el nitrogeno del 2-amino-5-nitrotiazol (Figura 6.3);
ademas de la alta nucleofilia que presenta el grupo tiol, sobretodo tratandose de medio
alcalino donde ésta se ve incrementada, lo que origin6 la formacion de una mezcla resinosa

que no fue posible separar.

Figura 6.3 Estructuras resonantes del 2-Amino-5-nitrotiazol.

6.1.2.4 Ruta alterna para la sintesis de las carboxamidas 2-mercaptobencimidazélicas 19
y 61
Debido a lo anterior, se disefié una nueva ruta sintética que se muestra en el Esquema 6.2.

En esta nueva ruta se inici0 a partir del acido 3,4-diaminobenzoico (11), que se hizo
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reaccionar con anhidrido trifluoroacético, para formar el anhidrido mixto de los acidos 3,4-
bis[(trifluoroacetil)amino]benzoico y trifluoroacético (14). La reaccion procedié de forma
lenta, por lo que se incrementd en varias ocasiones la temperatura a fin de propiciar la
formacion del producto. Después de 4 horas de reaccion, esta concluyé mostrandose la
formacion de un solo producto por andlisis en ccf, que no se purifico y se utilizo tal cual
para la siguiente reaccion. Después de neutralizar y destilar la glima que se utiliz6 como
disolvente, se adiciond acetonitrilo, diisopropiletilamina y 2-amino-5-nitrotiazol (8b)
disuelto también en acetonitrilo con el fin de generar la 3,4-diamino-N-(5-nitro-1,3-tiazol-
2-il)benzamida (15), que luego seria ciclada con disulfuro de carbono y potasa etanolica
acuosa, para obtener la carboxamida 61. No obstante, la reacciéon no procedié y se
recuperaron tanto el supuesto anhidrido mixto 14, como 8b. Ambos compuestos se
analizaron mediante ccf, y se realizaron los debidos espectros.

Se determino el espectro de IR de 8b y se compar6 con uno de los sélidos aislado en la
reaccién anterior, obteniéndose las mismas bandas en ambos casos, lo que corrobor6 que se
habia recuperado s6lo materia prima.

Por otro lado, en el espectro de masas del supuesto compuesto 14 se observé un pico con
m/z de 230 (M", 100%), que no concordd con la masa molecular calculada para este
precursor, sino mas bien con el producto de la ciclocondensacion entre el acido 3,4-
diaminobenzoico y el anhidrido trifluoroacético, (Esquema 6.3) es decir, se formé el acido
2-trifluorometil-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilico (17), compuesto para el cual concordo
el patron de fragmentacion observado en el espectro de masas. Ademas, en su espectro de
IR se observaron bandas caracteristicas del 4cido a 3292-3084, 1174 y 770 cm™ y la banda
del grupo carbonilo a 1704 cm™.
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Esquema 6.2 Ruta alterna de sintesis para la obtencion de la carboxamida 61.
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Esquema 6.3 Producto obtenido a partir de la ruta alterna mostrada en el Esquema 6.2.

6.1.25 Segunda ruta alterna para la sintesis de las carboxamidas 2-
mercaptobencimidazolicas 19y 61
Debido a los problemas mencionados anteriormente, se propuso una nueva ruta alterna para

la sintesis de las carboxamidas 19 y 61 (Esquema 6.4), en la cual se partié del precursor
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anhidrido del acido 2-(acetiltio)-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilico acético (18) que
posteriormente se haria reaccionar con 8a y 8b, para obtener las carboxamidas 19 y 61,
respectivamente.

Para la sintesis del precursor 18 se partio del acido 2-mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-
carboxilico (12), que se hizo reaccionar con anhidrido acético, utilizando glima como
disolvente. Después de incrementar paulatinamente la temperatura hasta 90° C y no
observar avance en la reaccion, se procedio a adicionar piridina a la mezcla, con el fin de
incrementar la nucleofilia tanto del tiol como del acido, y favorecer asi el ataque al
anhidrido acético,®® sin embargo, alin bajo estas condiciones la reaccién no procedi6. Por
tanto, no pudo obtenerse el anhidrido del &cido 2-(acetiltio)-1H-bencimidazol-5(6)-

carboxilico acético (18), debido a la alta insolubilidad de 12.

§ g
0 N\ a ch/‘\o "\
| H—sH—— | D—s
N N
H H
12 18

(a) (CH,CO0),0, Piridina (1.2 eq)

Esquema 6.4 Sintesis del precursor Anhidrido 2-(acetiltio)-1H-bencimidazol-5(6)-
carboxilico acético.

6.1.2.6 Sintesis de la 2-Mercapto-N-(1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5(6)-carboxamida
(19) y de la 2-Mercapto-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5(6)-carboxamida
(61)

A causa de las dificultades para la sintesis de los precursores y por tanto de las
carboxamidas 19 y 61, se planteo el uso del 1,1’-carbonildiimidazol (CDI) como agente
acoplante, con la finalidad de generar un intermediario imidazélido labil, cuyo grupo
saliente, el imidazol, pudiera ser sustituido facilmente por alguna de las aminas en cuestion.
Este agente ofrece la ventaja de que las condiciones de reaccion son mas suaves en
comparacion con las usadas con el cloruro de tionilo, ademas de facil purificacion y buen
rendimiento.** %

Para la obtencion de 19 se inici6 a partir del acido 2-mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-

carboxilico (12) que se disolvié en DMF anhidra y se hizo reaccionar con CDI. Esta
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reaccion procedié a una temperatura entre 45-50 °C, en un término de 3 horas.
Posteriormente se adiciono a la mezcla de reaccion el 2-aminotiazol (8a), disuelto también
en DMF anhidra, y se incrementd la temperatura a 65 °C. Luego de aproximadamente 3
horas de reaccion, se formé un precipitado blanco y se confirmo por ccf el término de la
reaccion. EI compuesto se obtuvo con un buen rendimiento (83 %) y no se presentaron
productos de reaccién secundarios.

En el espectro de IR se observé la desaparicion de las bandas a 3064 y 1683 cm™
(correspondientes al 4cido carboxilico) y la aparicién de las bandas a 3439 y 1644 cm™ que
confirmaron la formacion de la amida. Ademas la espectrometria de masas, en modalidad
impacto electrénico (IE), mostrd el idn correspondiente a una relacion m/z 276 (M”, 14%)
gue concord6 con la masa molecular calculada para la carboxamida sintetizada. EI cambio
estructural de este compuesto se confirmé también por RMN ‘H, donde apareci6 una serie
de sefiales entre 7.218 y 7.933 ppm, que por su desplazamiento, integracion y constantes de
acoplamiento presentadas, son asignables a los protones aromaticos (del bencimidazol y
tiazol) y sefiales amplias intercambiables con D,0O a 12.867 y 12.915 ppm correspondientes
a los protones del grupo tiol y del nitrégeno bencimidazolico.

De manera similar se llevo a cabo la sintesis de la carboxamida 61, s6lo que en este caso en
lugar de adicionar el compuesto 8a se adiciono el 2-amino-5-nitrotiazol (8b). Al término de
la reaccion no se formd ningln tipo de sélido, debido a que el cambio estructural del
compuesto final trajo consigo también un cambio en la solubilidad del compuesto analogo.
El producto se obtuvo por precipitacion en agua con un buen rendimiento (79%) y sin
productos de reaccidon secundarios. Debido a la alta insolubilidad del compuesto, su
recristalizacion no fue posible y solo se realizaron lavados con etanol a fin de eliminar las
trazas del 2-amino-5-nitrotiazol (8b) que se encontraba en exceso.

En el espectro de RMN *H del compuesto 61 se observé duplicidad en las sefiales esperadas
(Espectros 49 y 50), lo cual es indicativo de que se pueden estar observando el par de
tautomeros (tiol-tiona) o bien un par de rotdmeros, cuya velocidad de interconversion es lo
suficientemente baja (a la temperatura a la que se realizd el espectro) como para ser
detectados mediante esta técnica. Dicho fendmeno es conocido como isomerismo de

59,60

rotacion restringida o atropoisomerismo y en algunas ocasiones estos atropoisdmeros

pueden separarse y/o detectarse por rayos X o RMN. No obstante, es posible observar en
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este espectro las sefiales caracteristicas de la sustitucion 2,5 del bencimidazol (Figura 6.1),
una sefial duplicada a 8.693 ppm con integracién para 1H correspondiente al hidrogeno del
anillo tiazdlico y sefiales amplias a 12.911, 12.963 y 13.560, intercambiables con D0,
asignables a los protones de la amida, del tiol y del nitrégeno bencimidazdlico. La
espectrometria de masas mediante la técnica de impacto electrénico (IE) mostro el idn con

m/z 321 (M", 11%), concordante con la masa molecular del compuesto esperado.

6.1.2.7 Sintesis de la 2-(Metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5(6)-
carboxamida (VMAS-62)

A fin de confirmar quimicamente que el compuesto obtenido se trataba de la carboxamida
61, se procedi6 a realizar una reaccion de metilacion para obtener su derivado 2-metiltio
VMAS-62 sintetizado por V. Arroyo.*

El compuesto 61 se suspendio en potasa etanolica y se utilizd yoduro de metilo como
agente alquilante. La reaccion se llevo a cabo a una temperatura entre 0-5 °C para evitar la
metilacion del nitrogeno bencimidazolico, y la duracién de la misma fue alrededor de 3
horas. El producto obtenido se compard mediante ccf y punto de fusién con el producto
sintetizado previamente VMAS-62 y se realizaron los analisis espectroscopico y
espectrométrico que corroboraron la formacion del compuesto esperado, al coincidir con lo

reportado en la literatura correspondiente .
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6.1.3 PARTE BIOLOGICA

6.1.3.1 Resultados de la actividad antiprotozoaria de los compuestos 10a, 10b, 19 y 61
frente a Giardia intestinalis y Trichomonas vaginalis

La actividad antiprotozoaria de los carboxilatos de metilo y carboxamidas bencimidazdlicas
finales se determind mediante pruebas de susceptibilidad in vitro para G. intestinalis y T.
vaginalis, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1 Actividad antiprotozoaria in vitro contra G. intestinalis y T. vaginalis y su
respectivo pClsg (-log Clsp)

Compuesto | Clso® (uM) I pClso® |
| G.intestinalis || T.vaginalis || G. intestinalis || T.vaginalis |
| 10a I 0.195 | 0230 | 5.124 | 4355 |
| 10b I 0.089 |l 0330 || 11240 || 3.026 |
| 19 I 0.221 | 0232 || 4530 || 4317 |
| 61 I 0.126 | 0046 || 7937 || 21739 |
| VMAS-62 || 0.161 | 0228 || 6211 || 438 |
| 2-Aminotiazol || 2.016 I - | 2016 || - |
i, 07 - -
| Nitazoxanida || 0.013 | 0110 || 76923 || 9.091 |
| Albendazol || 0.037 | 1592 || 27027 || 0628 |
| Metronidazol || 1.280 | 0216 || 0781 || 4630 |
a

Concentracion inhibitoria 50

Los resultados reportados en la Tabla 6.1 indican que todos los compuestos sintetizados
presentaron una buena actividad contra los protozoarios evaluados en el ensayo. Por una
parte se aprecia que la presencia del grupo nitro en el anillo de tiazol no es imprescindible
para que el compuesto presente actividad; ya que inclusive el compuesto 10a mostré una
ligera superioridad (1.4 veces mas activo) contra T. vaginalis que su anadlogo nitrado. En
tanto que para las carboxamidas si aparece una influencia positiva en el caso del compuesto
que tiene el grupo nitro, 61, que presentd una actividad 1.75 y 5 veces mejor contra G.
intestinalis y T. vaginalis respectivamente, que su compuesto equivalente no nitrado 19, en

ambos parasitos.
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Al comparar los valores de Clsp del compuesto 61 con los de su derivado 2-metiltio,
VMAS 62, se observa que hay una disminucion importante de la actividad contra T.

vaginalis y no asi contra G. intestinalis.

De lo anterior resaltan algunas observaciones importantes:

& Aun cuando en reportes anteriores se observa que el grupo nitro en el anillo de
tiazol favorece la actividad antiprotozoaria de los compuestos evaluados***, los resultados
obtenidos no concuerdan totalmente, lo que sugiere que estos compuestos actian por un
mecanismo diferente o dual, en donde el grupo nitro puede participar en la formacion de
radicales, de manera similar a como lo hace en los nitroderivados antiparasitarios, y otro
desconocido, semejante al de los bencimidazoles con actividad antiprotozoaria.

% Que la fusion de los grupos farmacoforicos (en este caso el anillo de tiazol y el
bencimidazol) no necesariamente debe ser en la posicion 5 del anillo bencimidazolico, sino
que la unién covalente de estos grupos puede realizarse en la posicion 2, sin pérdida de
actividad, siendo ésta comparable y/o superior a la presentada por aquellos compuestos

cuya union se realiz6 en posicion 5.

La comparacidn de los resultados de actividad de los compuestos hibridos sintetizados con
los datos de actividad de los fA&rmacos de referencia, indica lo siguiente:

# Actividad contra G. intestinalis (Grafica 6.1)

+* Todos los compuestos fueron mas activos que el metronidazol. En este caso,
el compuesto 10b fue 14 veces més activo que el metronidazol, siendo asi el de
mayor actividad. Le siguié en potencia el compuesto 61, que fue 10 veces mas
activo que el metronidazol. Los compuestos 10a y 19 presentaron actividades
aproximadamente 6 veces superiores al mismo farmaco.

+* Ninguno de los compuestos evaluados presentd mayor actividad que el
albendazol. Sin embargo, este farmaco fue solamente 2 veces mas activo que el

compuesto 10b.
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¥ Tampoco se observd una mejor actividad de los compuestos evaluados en
comparacion con la nitazoxanida. En este caso, la nitazoxanida fue 6.8 veces mas
potente que el compuesto 10b, el méas activo de la serie.

* Todos los compuestos evaluados presentaron una mayor actividad que los
nucleos precursores 2-aminotiazol y 2-amino-5-nitrotiazol, lo que puede deberse al

mecanismo de accién dual que se manifiesta en estos hibridos.

2.5
2 _
1.5 -

Grafica 6.1 pCls, de los compuestos finales sintetizados, farmacos de referencia y nucleos
precursores contra G. intestinalis.

# Actividad contra T. vaginalis (Gréfica 6.2)

* Todos los compuestos evaluados presentan una actividad superior al
Albendazol, siendo la carboxamida 61 la de mayor actividad (33 veces mas activa
que este farmaco). Los compuestos 10a, 10b y 19 presentaron actividades entre 18
y 7 veces superiores al mismo farmaco.

* Solo el compuesto 61 supero la actividad presentada por el metronidazol y la
nitazoxanida, siendo 4.7 y 2.4 veces mas activo que estos farmacos,
respectivamente.
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Gréfica 6.2 pC150 de los compuestos finales sintetizados y farmacos de referencia contra T.
vaginalis.
Cabe mencionar que se realizo un analisis estadistico (ANOVA al 95% de confianza), y los
resultados obtenidos del mismo indicaron que para la evaluacion contra G. intestinalis no
existio una diferencia estadisticamente significativa entre los compuestos 10a y 19, ni entre
los compuestos 61 y VMAS-62. Mientras que contra T. vaginalis no se presento diferencia
estadisticamente significativa entre los compuestos 10a, 19, VMAS-62 y el farmaco
metronidazol, lo que significa que la actividad antiprotozoaria observada, es
estadisticamente equiparable en cada uno de estos grupos de compuestos. Los resultados
obtenidos para los compuestos y farmacos restantes fueron estadisticamente distintos, lo

que indico que las comparaciones realizadas en los parrafos anteriores son validas.
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7. CONCLUSIONES

# La fusion de los grupos farmacoforicos (en este caso el anillo de tiazol y el
bencimidazol) no necesariamente debe ser en la posicion 5 del anillo bencimidazolico via
una union carboxamida, sino que también puede realizarse en la posicién 2, a través de una
conexion ariltioacetamida, sin pérdida de actividad, siendo ésta comparable y/o superior a

la presentada por aquellos compuestos cuya union se realizé en posicion 5.

# Los compuestos hibridos derivados de los nicleos bencimidazol y tiazol
sintetizados presentaron una buena actividad antiparasitaria, siendo todos los resultados
comparables con aquellos reportados para los farmacos de uso actual, lo que corroboro la

hipdtesis planteada.

& Hay notorias diferencias en el caso de T. vaginalis, donde la fusion via carboxamida

en la posicion 5 del bencimidazol, provoco un mejor efecto antiprotozoario.

# Se sintetizaron los compuestos carboxilatos de metilo: 2-{[2-ox0-2-(1,3-tiazol-2-
ilamino)etil]tio}-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo (10a) y 2-{[2-ox0-2-(1,3-
tiazol-5-nitro-2-ilamino)etil]tio}-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo (10b)
mediante una sintesis convergente segun el método de Turan-Zitouni, con muy buenos

rendimientos.

& El  mejor método para la obtencion de las carboxamidas 2-
mercaptobencimidazdlicas: 2-mercapto-N-(1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5(6)-
carboxamida (19) y  2-mercapto-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5(6)-
carboxamida (61), fue a partir del acido carboxilico y el 2-aminotiazol correspondiente

utilizando CDI como agente acoplante.

# A todos los compuestos puros se les determinaron sus constantes fisicas,
espectroscopicas y espectrométricas.
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& La presencia del grupo nitro en los compuestos obtenidos no es factor determinante
para que se presente actividad; sin embargo el compuesto 10b (fusién 2-ariltioacetamida)
que esta nitrado, fue el mas activo contra G. intestinalis. Y el compuesto 61 (fusion 5

carboxamida) también nitrado, fue el mas activo contra T. vaginalis.

& Aln cuando la diferencia presentada no es mucho mayor, si debe considerarse la
probabilidad de un mecanismo de accion dual en estos compuestos, en el que puede
presentarse tanto la reduccion del grupo nitro, como un mecanismo similar al de otros
derivados bencimidazdlicos con actividad antiparasitaria y quizas la actividad presentada
dependa de las diferencias metabdlicas en los parasitos, lo cual puede ser un tema de
estudio posterior.

% Los resultados obtenidos en este trabajo ya forman parte de la base de datos de
derivados bencimidazélicos evaluados como antiparasitarios, por lo que contribuyen a que
en un futuro se conozcan los parametros que establecen la relacién estructura-actividad de

estos compuestos.
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1 Instrumentacion

4 Los puntos de fusion (pf) se determinaron en un aparato marca Buchi modelo B-540
mediante capilar y no estan corregidos.

4 La evaporacion de los disolventes se realiz6 a presién reducida empleando un
rotaevaporador marca Buichi modelo RE-114, con vacio generado con una bomba marca
GAST modelo 0523-V4F, bafio de agua modelo B-480 y compresora VWR Scientific
modelo 1107.

4 La hidrogenacién catalitica se realizé empleando un hidrogenador marca Parr modelo
3916 EG con 60 Ib/plg® y 250 cc como capacidad, utilizando hidrégeno de tanque marca
INFRA y como catalizador Pd/C al 5% de marca Aldrich.

+ Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotometro de
transformada de Fourier, marca Perkin EImer modelo FT-IR-1600 en pastilla de bromuro
de potasio (KBr), las sefiales se reportan en cm™.

+ Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de protén (RMN ‘H) se determinaron en
un espectrometro marca VARIAN modelo Unity Inova 300 MHz, utilizando
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y como disolventes DMSO-dg, CDCl3, y
D,0O para el intercambio de protones unidos a heteroatomos. Los desplazamientos
quimicos (8) se reportan en partes por millon (ppm).

# Los espectros de masas (EM) se determinaron por las técnicas de cromatografia de
gases-espectrometria de masas (CG-EM), por impacto electrénico (70 eV) y/o FAB™ en
un espectrofotometro de masas marca JEOL, modelo JMS-SX-102, acoplado a un

cromatografo de gases marca Hewlett Packard, modelo 5890 Serie II.

8.2 Cromatografia

4 El avance de las reacciones y la pureza de los productos obtenidos se determinaron por
cromatografia en capa fina (ccf) en placas de vidrio cubiertas con gel de silice 60 Fs4 de
marca Merck. La visualizacién de los compuestos organicos se realiz6 con una lampara

de luz ultravioleta y por exposicion a vapores de yodo.
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# Los sistemas de elucion utilizados para la cromatografia en capa fina se enlistan en la

siguiente tabla:

Tabla 8.1 Sistemas de elucion utilizados para la ccf

Sistema || Composicion || Proporcion
| CHCI3/MeOH 95:5
1 CHCI3/MeOH 90:10
11 CHCI3/MeOH 98:2
v CHCls/Acetona 80:20
\Y Hexano/AcOEt 50:50
VI CHCI3/MeOH? 95:5
VIl CHCls/Acetona 95:5

% mL de la mezcla con 1 gota de 4cido acético.

8.3 Procedimientos experimentales para la obtencion de los precursores y compuestos

finales

8.3.1 Sintesis del acido 4-Acetamidobenzoico (2) a partir del acido 4-Aminobenzoico

HO
o~

NH,

1

(CH,C0),0

—_—

HO
)

En un vaso de precipitados de 600 mL se colocaron 19.984 g (145.7 mmol) de acido 4-

aminobenzoico, a los cuales se adicionaron 20.7 mL (186.3 mmol) de anhidrido acético. Se

mantuvo la mezcla de reaccién con agitacion manual a una temperatura de 60 °C durante

40 minutos, tiempo durante el cual se consumio la totalidad de materia prima.

Posteriormente se agregaron 150 mL de agua-hielo a la mezcla de reaccion. Precipitd un

solido blanco que se separ6 por filtracion al vacio, se lavo repetidas veces con agua helada

y se secd al aire. Se obtuvieron 23.992 g del compuesto con una sola mancha en el sistema

Il (Rf= 0.30), que recristalizados por una mezcla de disolventes EtOH/AcOEt 80:20 dieron
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20.993 g (80.3% de rendimiento) de cristales con forma de hojuelas color crema, con pf de
259.1-259.5 °C [Lit.***? 259-262 °C].

IR (KBr): 3305, 2824, 2548, 1670, 1607, 1521, 1426, 1205, 1178 cm™. EM (IE) m/z: 179
(M*, 47%); 137 (M* -42, 100%); 120 ([M* -42] -17, 35%). RMN 'H (DMSO-d¢) &: 2.064
(s, 3H, NHCOCHs3); 7.674 (d, Jo = 8.8 Hz, 2H, Hen C3 y H en Cs); 7.866 (d, Jo = 8.8 Hz,
2H, Hen C, y Hen Cg); 10.235 (sa, 1H, int. con D,0, NHCOCHj3); 12.653 (sa, 1H, int. con
D,0, COOH).

8.3.2 Sintesis del 4-Acetamidobenzoato de metilo (3) a partir del Acido 4-

acetamidobenzoico

HO HaC.
o= 5 (CH,),S0, o
NaHCO, 0
NHJk — 'S
CHs A NH e,
2 3

En un matraz de bola de tres bocas de 250 mL, adaptado con termdémetro, refrigerante,
embudo de adicion y agitacion magnetica, se disolvieron 23.992 g (133.9 mmol) de 2 en 50
mL de DMF a una temperatura de aproximadamente 30 °C. A la solucién asi obtenida se
adicionaron 39.425 g (469.3 mmol) de bicarbonato de sodio en polvo, manteniendo la
agitacion, y se determind el pH de la solucion (pH=7). Después, se incrementd la
temperatura a 45 °C y se adicionaron 25.4 mL (268.3 mmol) de sulfato de dimetilo, por
goteo lento, manteniéndose la temperatura menor o igual a 55 °C. Dos horas después de
culminar la adicion del sulfato de dimetilo, concluy6 el consumo de la materia prima.
Posteriormente se vertio la mezcla de reaccion sobre 200 mL de agua fria, con lo cual se
formd un solido blanco que se filtro y lavé con agua helada repetidas veces. Se obtuvieron
25.708 g de un polvo color crema, con una sola mancha en el sistema VII (R¢= 0.45), que
recristalizados de metanol dieron 21.955 g (84.9% de rendimiento) de cristales en forma de
agujas pequefias color crema, con un pf de 128.8-129.4 °C [Lit.*> *? 128.3-128.7 °C].

IR (KBr): 3360, 2951, 1685, 1524, 1443, 1251, 1175 cm™. EM (GC) m/z: 193 (M*, 100%);
151 (M* -42, 45%); 120 (M* -73, 50%). RMN 'H (DMSO-ds) &: 2.068 (s, 3H, NHCOCH,);
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3.796 (s, 3H, COOCHjy); 7.687-7.714 (m, 2H, Hen C3y H en Cs); 7.867-7.900 (m, 2H, H
en C, y Hen Cg); 10.269 (sa, 1H, int. con D,O, NHCOCH;).

8.3.3 Sintesis del 4-Acetamido-3-nitrobenzoato de metilo (4) a partir del 4-

Acetamidobenzoato de metilo

HaCo HaC -
0 ~o ?+
0= Ny
© HNO, 0
—_—
NH H,SO, NH
)\ T<10°C )\
s
o) CHg o) CHgq
3 4

En un vaso de precipitados de 600 mL, se disolvieron 25.708 g (133.1 mmol) de 3 en 70
mL de acido sulfurico concentrado, manteniendo la temperatura por debajo de los 20 °C; la
disolucidn se llevo a cabo con agitacion mecanica. Posteriormente, se adicionaron 9.0 mL
(201.1 mmol) de é&cido nitrico concentrado gota a gota y en frio, manteniendo la
temperatura de reaccion por debajo de los 10 °C. Después de 20 minutos de terminada la
adicion del &cido nitrico, concluy6 el consumo de la materia prima. La mezcla de reaccion
se vertid entonces sobre 350 g de hielo, formandose un sélido amarillo canario que se
separ0 por filtracion al vacio y se lavo con agua hasta que las aguas de lavado tuvieron pH
neutro. Se obtuvieron 28.061 g de producto crudo, con una sola mancha en el sistema |
(Rf = 0.70), que recristalizados de etanol dieron 17.735 g (55.9% de rendimiento) de
cristales en forma de agujas color amarillo-naranja con pf de 128.5-129.2 °C [Lit.*>*?
129.4-130.0 °C].

IR (KBr): 3354, 2962, 1731, 1720, 1619, 1509, 1342, 1300, 1221. EM (GC) m/z: 238 (M",
18%); 196 (M* -42, 80%); 165 ([M* -42] -31, 100%). RMN 'H (DMSO-dg) 8: 2.109 (s,
3H, NHCOOCHj3); 3.871 (s, 3H, COOCHgs); 7.836 (d, Jo = 8.406 Hz, 1H, H en Cs); 8.198
(dd, Jo = 8.7 Hz, Jm = 1.8 Hz, 1H, H en Cy); 8.369 (d, Jm = 2.1 Hz, 1H, H en C,); 10.564
(sa, 1H, int. con D,O, NHCOCHj3).
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8.3.4 Sintesis del 4-Amino-3-nitrobenzoato de metilo (5) a partir del 4-Acetamido-3-

nitrobenzoato de metilo

H4C - H4C -

3 \O (ll\l)+ \O E+

o= N o) N
° KOH °

B —
NH T<22°C NH,
Al
07 “CH,
4 5

En un vaso de precipitados de 250 mL se suspendieron 10.001 g (41.9 mmol) de 4 en 100
mL de metanol. Posteriormente se adicionaron 2.830 g (50.4 mmol) de KOH disueltos en
4.5 mL de agua, por goteo lento y con agitacion magnética, manteniendo una temperatura
inferior a los 22 °C. Una hora después de la adicion del hidroxido de potasio, se termind la
materia prima, por lo que se procedié a neutralizar la mezcla de reacciéon con HCI al 15%,
formandose asi un solido amarillo canario que se separd por filtracién al vacio, se lavé con
agua helada y se seco al aire. Se obtuvieron 7.412 g de producto con una sola mancha en el
sistema 11 (Rf= 0.36), que recristalizados de etanol dieron 6.230 g (84.1% de rendimiento)
de cristales amarillo paja y un pf de 200.3-201.7 °C [Lit.*° 197-202 °C].

IR (KBr): 3475, 3341, 2962, 1701, 1632, 1521, 1356, 1477 cm™. EM (GC) m/z: 196 (M™,
50%); 165 (M* -31, 100%); 119 ([M* -31] -46, 65%). RMN *H (DMSO-ds) &: 3.790 (s, 3H,
COOCHg); 7.034 (d, Jo = 8.8 Hz, 1H, H en Cs); 7.821 (dd, Jo = 8.8 Hz, Jm = 2.0 Hz, 1H, H
en Ce); 7.967 (sa, 2H, int. con D,0, NH>); 8.516 (d, Jm = 2.0 Hz, 1H, H en C,).

8.3.5 Sintesis del 3,4-Diaminobenzoato de metilo (6) a partir del 4-Amino-3-

nitrobenzoato de metilo

H.C H.C
3 \O Icl) 3 \O
+

N_ . P NH,

0 ~o0 H, o~
—_—
Pd/C 5%
NH, NH,
5 6

En una botella de hidrogenacion de 500 mL se mezclaron 5.143 g (26.2 mmol) de 5 en 100

mL de metanol, 75 mL de acetato de etilo y 300 mg de Pd/C al 5%. La botella se colocé en
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el sistema de hidrogenacion, se purgé la linea con tres lavados de 30 Ib/plg® de H, y se
inici6 la reaccién con 60 Ib/plg? de H, a temperatura ambiente. Después de 1.5 horas de
reaccion cesé el consumo de H,. Se consumieron en total 82 Ib/plg? de H,. La mezcla de
reaccion se filtrd sobre celita para separar el catalizador y el residuo se lavo repetidas veces
con metanol. Después de concentrar la mezcla de disolventes se obtuvieron 4.334 g (99.5%
de rendimiento crudo) de un solido café, con Rs de 0.53 en el Sistema I. El s6lido obtenido

no se purifico y se utilizé tal cual en la siguiente reaccion.

8.3.6 Sintesis del 2-Mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo (7) a partir
del 3,4-Diaminobenzoato de metilo

NH Cs,
o 2 EtOH o} N
N s
_— H
)\©i KOH | N
H
6 7

En un matraz bola de 250 mL, adaptado con condensador de reflujo, se mezclaron 4.334 g
(26.1 mmol) de 6 y 50 mL de una mezcla de etanol-agua 80:20. Posteriormente se
adicionaron 2.147 g (38.3 mmol) de KOH disueltos en 3.5 mL de agua y 2.4 mL (39.8
mmol) de disulfuro de carbono. La mezcla de reaccion se mantuvo bajo atmdsfera de
nitrégeno y agitacion magnética en un bafio de aceite a una temperatura entre 65-75 °C
durante 2.5 horas, tiempo en el que se consumi6 la materia prima. La mezcla de reaccion se
enfrid a temperatura ambiente y se vertiéo sobre 120 mL de agua fria, manteniéndose la
agitacion. Luego se acidul6 a pH 5 con una disolucion de AcOH al 10%. El sélido formado
se separd por filtracion al vacio, se lavo repetidas veces con agua y se seco al aire. Se
obtuvieron 5.075 g de producto, con una sola mancha en el sistema | (R; = 0.33), que
recristalizados de metanol dieron 3.964 g (73.0% de rendimiento) de cristales amarillos,
con un pf de 209.5-291.7 °C.

IR (KBr): 3310, 2944, 1690, 1342, 1299, 1173. EM (GC) m/z: 208 (M", 98%); 177 (M" -
31, 100%); 149 ([M* -31] -28, 62%). RMN 'H (DMSO-dg) &: 3.819 (s, 3H, COOCHS);
7.201 (d, Jo = 8.4 Hz, 1H, H en Cy); 7.633 (d, Jm = 0.8 Hz, 1H, H en C,); 7.741 (dd, Jo =
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8.0 Hz, Jm = 2.0 Hz, 1H, H en Cg); 12.798 (s, 1H, int. con D,0O, N-H); 12.854 (s, 1H, int.
con D,0O, S-H).

8.3.7 Sintesis de la 2-Cloro-N-(1,3-tiazol-2-il)acetamida (9a) a partir del 2-Aminotiazol

N
ES\>_NH CICOCH,CI [\>_N,>4_\

Et N
Cl

8a 9a

En un matraz Kontes de tres bocas de 50 mL, adaptado con embudo de adicion y trampa
anhidra, se colocaron 2.026 g (19.6 mmol) de 2-aminotiazol (8a) suspendidos en 9.5 mL de
glima anhidra; luego se adicionaron 1.50 mL (20.7 mmol) de trietilamina anhidra. A la
mezcla fria (con bafio de hielo) y agitada, se adicionaron 1.72 mL (21.2 mmol) de cloruro
de cloroacetilo por goteo lento. Una vez concluida la adicion se mantuvo la mezcla de
reaccion con agitacion magnética, en bafio de agua a temperatura ambiente, por dos horas.
El s6lido formado se separ0 por filtracion al vacio, se lavd repetidas veces con agua helada
y se secO al aire, obteniéndose 2.506 g de producto crudo. Finalmente, el producto obtenido
se recristalizd de acetonitrilo, y se obtuvieron 2.258 g de cristales en forma de agujas
grisaceas con un rendimiento del 65.1%. Este compuesto presentdé un R de 0.52 en el
sistema | y pf de 176.5-177.7 °C.

IR (KBr): 3185, 2949, 2733, 1703, 1585, 1166. EM (GC) m/z: 178 (M" +2, 15%); 176
(M*, 45%); 100 (M* -76, 100%). RMN 'H (DMSO-ds) &: 4.447 (s, 2H, CO-CH,-Cl);
7.201 (d, Jo = 3. 6 Hz, 1H en C,); 7.473 (d, Jo = 3. 6 Hz, 1H en Cs); 11.366 (sa, 1H, int.
D,0, NH).
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8.3.8 Sintesis del 2-{[2-0x0-2-(1,3-tiazol-2-ilamino)etil]tio}-1H-bencimidazol-5(6)-
carboxilato de metilo (10a) a partir de la 2-Cloro-N-(1,3-tiazol-2-il)acetamida y del 2-
Mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo

HyC HyC
3 \O 0 3 \O
o N\ cl \ NH o KCO, 97 N\ i
T [ s
’ TosT ' A
\—/ SL\JN
7 9a 10a

En un matraz bola de 100 mL, adaptado con trampa anhidra, se disolvieron 0.590 g (2.8
mmol) del 2-mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo (7) en 5.0 mL de
acetona. Posteriormente se adicionaron 0.392 g (2.8 mmol) de carbonato de potasio
disueltos en 1 mL de agua, y 0.502 g (2.8 mmol) de 9a disueltos en 5.0 mL de acetona. La
mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente, utilizando un bafio de
agua a temperatura controlada de 20°C, durante dos horas. Después de este tiempo, se
observo el consumo total de materia prima por ccf y la precipitacion de un solido blanco
que se separo por filtracion al vacio, se lavo con acetona y se seco al aire. Se obtuvieron
0.881 g de producto, con una sola mancha en el sistema | (R¢= 0.21), que recristalizados de
etanol dieron 0.729 g (73.4% de rendimiento) de polvo blanco, con un pf de 204.9-211.6 °C.
IR (KBr): 3309, 3251, 2948, 1702, 1292, 1234. EM (FAB") m/z: 349 ([M*™]*, 29%); 249
(IM*']" -100, 15%); 192 ([M*']" -157, 30%). RMN 'H (DMSO-ds) &: 3.828 (s, 3H, CHs-
0); 4.291 (s, 2H, S-CH,-CO); 7.178 (d, Jo = 4.8 Hz, 1H en Cs’); 7.453-7.481 (m, 2H, H en
Cs,HenCy’); 7.711 (dd, Jo = 8.4, Jm =1.5, 1H, H en Cg); 8.001 (s, 1H en C,); 12.891 (sa,
2H, int. con D,O, CO-NH y N-H).
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8.3.9 Sintesis de la 2-Cloro-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)acetamida (9b) a partir del 2-

Amino-5-nitrotiazol

N N
5 £\>_NH2 cicocHal /E\>_NH
~t — O+
NS Et,N NS ) \
I 3

3 Il
0]

8b 9b

En un matraz Kontes de tres bocas de 50 mL, adaptado con embudo de adicion y trampa
anhidra, se colocaron 5.329 g (36.7 mmol) de 2-amino-5-nitrotiazol (8b) disueltos en 25
mL de glima anhidra. A la solucion fria (en bafio de hielo), y con agitacion magnética se
adicionaron 2.74 mL (37.7 mmol) de trietilamina anhidra. Posteriormente se afiadieron 3.1
mL (38.1 mmol) de cloruro de cloroacetilo, por goteo lento. Una vez concluida la adicion
se mantuvo la mezcla de reaccidn con agitacion magnética en bafio de agua a temperatura
constante (20°C), por 2.5 horas. Transcurrido este tiempo, se observo mediante analisis en
ccf el consumo total de materia prima y se determind un pH=3 por lo que se procedio a
neutralizar la mezcla de reaccion con K,COj3 para después eliminar por destilacion la glima.
Posteriormente se llevo a cabo una extraccion con AcOEt, que luego fue concentrado v el
solido obtenido se suspendid en agua helada, se separd por filtracion al vacio, se lavo con
agua fria y se seco al vacio. Se obtuvieron 6.967 g de producto, con una sola mancha en el
sistema | (R; = 0.45), que recristalizados de acetonitrilo dieron 5.615 g (69.0% de
rendimiento) de cristales amarillo claro, con un pf de 157.1-157.9 °C.

IR (KBr): 3148, 2941, 2717, 1694, 1556, 1493, 1351, 1177. EM (GC) m/z: 223 (M +2,
12%); 221 (M*, 34%); 145 (M* -76, 100%). RMN *H (DMSO-dg) &: 4.566 (s, 2H, CO-
CH,-Cl); 8.446 (s, 1H, H en Cy); 11.466 (sa, 1H, int. D,O, NH-CO).
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8.3.10 Sintesis del 2-{[2-0x0-2-(1,3-tiazol-5-nitro-2-ilamino)etil]tio}-1H-bencimidazol-
5(6)-carboxilato de metilo (10b) a partir de la 2-Cloro-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-
ilJacetamida y del 2-Mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo

HyC
H,C O e

o a N 0
A N )Nj o)\@?/s\/(kw
| D—sn , N L0 H )\
NN

N _ S
H w
- N+ —
Oo— N R +
O—N\\
7 9b 10b

En un matraz bola de 100 mL adaptado, con trampa anhidra se disolvieron 1.411 g (6.8
mmol) del 2-mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo (7) en 5.0 mL de
acetona. Posteriormente se adicionaron 1.716 g (12.4 mmol) de carbonato de potasio
disueltos en 2.5 mL de agua, y 1.503 g (6.8 mmol) de 9b disueltos en 5.0 mL de acetona.
La mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente (en bafio de agua a 20°C) y con
agitacion magnética durante tres horas. Una vez concluido este tiempo, se observo el
consumo total de materia prima por analisis en ccf; el sélido que precipitd en la mezcla de
reaccion se separé por filtracion al vacio, se lavo con acetona y se secO al aire. Se
obtuvieron 2.495 g de un solido amarillo ocre, con una sola mancha en el sistema | (R¢=
0.31), que lavados por suspension en éter dietilico dieron 2.313 g (86.7% de rendimiento)
con un pf de 209.9-211.4 °C (con descomposicion).

IR (KBr): 3180, 1698, 1577, 1425, 1354, 1297, 1179. EM (FAB*) m/z: 395 ([M*]*, 10%);
192 ([M*]" -204, 100%). RMN 'H (DMSO-dg) &: 3.835 (s, 3H, CH3-O); 4.213 (s, 2H, S-
CH,-CO); 7.471 (dd, Jo = 8.7 Hz, Jp = 0.3 Hz, 1H, H en C;); 7.736 (dd, Jo = 8.4 Hz, Jm =
1.8 Hz, 1H, H en Cg); 7.993-8.001 (m, 1H, H en C,); 8.441 (s, 1H, H en C,’); 12.681 (sa,
2H, int. D,0, NH-CO y NH).
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8.3.11 Sintesis del Acido 2-mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilico (12) a partir
del Acido 3,4-diaminobenzoico

HO HO
NH CS,
o) 2
EtOH © N
;\©i _EBtoH )\©I \>7SH
H

A

11 12
En un matraz bola de 250 mL, adaptado con condensador de reflujo se suspendieron

6.129g (40.3 mmol) de &cido 3,4-diaminobenzoico (11), en 60 mL de una mezcla de etanol-
agua 80:20. Posteriormente se adicionaron 3.322 g (59.2 mmol) de KOH disueltos en 4.0
mL de agua y 3.6 mL (59.7 mmol) de disulfuro de carbono. La mezcla de reaccién se
calento, bajo atmosfera de nitrogeno y agitacion magnética en un bafio de aceite, a una
temperatura entre 65-75° C, durante 2.5 horas. Terminada la materia prima, la mezcla de
reaccion se enfrio a temperatura ambiente y se vertio en 120 mL de agua fria. Luego, la
mezcla se acidulo a pH entre 4 y 5 con una disolucién de AcOH al 10%. El s6lido formado
se separd por filtracién al vacio, se lavo repetidas veces con agua y se seco al aire. Se
obtuvieron 7.356 g de producto, con una sola mancha en el sistema Il (R; = 0.42), que
recristalizados de EtOH/DMF dieron 5.157 g (65.9% de rendimiento) de cristales blancos,
con un pf de 353.0-356.2 °C.

IR (KBr): 3064-2565, 1683, 1521, 1303, 1181. EM (GC) m/z: 194 (M*, 100%); 177 (M" -
17, 60%); 149 ([M* -17] -28, 34%). RMN *H (DMSO-dg) 8: 5.600 (sa, 1H, int. con D,0,
COO-H); 7.176 (dd, Jo=8. 4 Hz, Jp = 0.3 Hz, 1H, Hen C;); 7.669 (dd, In =1.5Hz, Jp =
0.6 Hz, 1H, Hen Cy); 7.749 (dd, Jo = 8.1 Hz, Jm = 1.5 Hz, 1H, H en C¢); 12.781 (sa, 2H,
int. con D,O, N-H y S-H).
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8.3.12 Sintesis del Cloruro del acido 2-mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilico (13)

a partir del Acido 2-mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilico

| I
N N
HO socl Cl
| D—sH — > | D—sH
N 70°C N
H H

12 13

En un matraz Kontes Taper de tres bocas de 100 mL, adaptado con termémetro, embudo de
adicion y un refrigerante en posicion de reflujo, en cuyo extremo se colocé una trampa de
gel de silice conectada a tres trampas en serie, la primera vacia y las siguientes dos con 250
mL de una solucién de NaOH al 25%, como se muestra en el Esquema 8.1, se
suspendieron 3.140 g (16.2 mmol) de 12 en 40 mL de tolueno; después se adicionaron 3.6
mL (49.3 mmol) de SOCI,. La mezcla se calent6 a reflujo con agitacion magnética por 5
horas. El seguimiento de la reaccion de formacién del cloruro del acido se realiz6 por
conversion rapida de éste en su correspondiente éster metilico, el cual se compard por
andlisis en ccf con una muestra pura del éster 7 sintetizado previamente. La ccf presento
materia prima todavia por lo que se agregd mas SOCI, (1.2 mL, 16.4 mmol). Una hora
después, culmind el consumo de materia prima. Posteriormente se coloco en lugar del
refrigerante y las trampas, un sistema de destilacion a presion reducida y se procedié a
eliminar el exceso de SOCI,, por arrastre con tolueno. Luego de 3 lavados de 25 mL de
tolueno, se consiguio eliminar el exceso de SOCI,. EI compuesto asi obtenido presenté un
Rt de 0.53 en el sistema IV. El sélido obtenido no se purifico y se utilizo tal cual en la

siguiente reaccion.
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Tubo de hule
Trampa con

gel de silice

00000-.‘
9000

I~

A la campana
A
i

Trampa vacia -

/\/

Trampas con solucion
de NaOH al 25%

Esquema 8.1 Sistema para la sintesis de cloruros de acilo.

8.3.13 Sintesis de la 2-Mercapto-N-(1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5(6)-carboxamida
(19) a partir del Acido 2-mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilico

&

HO a) CDI

S NH N
\>—SH b)ga | H—sn
N

En un matraz Kontes de tres bocas de 50 mL se pesaron, bajo atmdsfera de nitrégeno y en
condiciones anhidras, 1.306 g (8.1 mmol) de CDI. Luego se adicionaron 6.0 mL de DMF
anhidra y 1513 g (7.8 mmol) del acido 12 manteniendo agitacibn magnética.
Posteriormente se adapté al matraz un refrigerante, trampa anhidra, embudo de adicién,
termdmetro y bafio de agua a 45-50 °C. El monitoreo de esta reaccion se llevo a cabo de la

misma forma que en el caso de la formacidn del cloruro de acido, es decir, se formé el éster
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metilico correspondiente, mediante la reaccion entre una pequefia muestra de la mezcla de
reaccion y alcohol metilico grado reactivo, y un ligero calentamiento. Luego se compararon
mediante analisis en ccf la muestra, el &cido precursor y el éster metilico previamente
sintetizado, de tal forma que cuando la mezcla de reaccion mostré solamente la mancha del
éster, la reaccion habia terminado. Luego de 3.0 horas de reaccion concluyo el consumo de
materia prima. Después, a la mezcla de reaccion fria a 10 °C, se le adicionaron 0.820 g (7.9
mmol) de 2-aminotiazol (8a) disueltos en 2.5 mL de DMF; después de lo cual se aumentd
la temperatura a 65 °C. La reaccion se mantuvo a esta temperatura por 2.5 horas, tiempo en
el cual precipité un solido blanco. La mezcla de reaccion se vertio en 20 mL de agua y el
solido formado se separé por filtracidn al vacio, se lavd con agua fria repetidas veces y se
seco al aire. Se obtuvieron 1.787 g de producto, con una sola mancha en el sistema Il (R¢=
0.36), que recristalizados por par de disolventes DMF/H,O dieron 1.305 g (60.5% de
rendimiento) de cristales blancos, con un pf de 378.0-381.0 °C (con descomposicion).

IR (KBr): 3439, 3118, 2951-2811, 1644, 1543, 1478, 1200. EM (IE) m/z: 276 (M", 14%);
177 (M* -99, 100%); 149 ([M* -99] -28, 94%). RMN *H (DMSO-dg) 8: 7.218-7.257 (m,
2H,Hen Cs’ y Hen Cy); 7.540 (d, Jm = 3.6 Hz, 1H, H en C,); 7.892-7.933 (m, 2H, H en C¢
yHen Cy’); 12.867 (sa, 1H, int. con D,0, CO-NH); 12.915 (sa, 1H, int. con D,0, S-H).

8.3.14 Sintesis de la 2-Mercapto-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5(6)-
carboxamida (61) a partir del Acido 2-mercapto-1H-bencimidazol-5(6)-carboxilico (12)

En un matraz Kontes de tres bocas de 50 mL se pesaron, bajo atmdsfera de nitrégeno y en
condiciones anhidras, 5.002 g (30.8 mmol) de CDI. Luego se adicionaron 24.0 mL de DMF
anhidra y 5.712 g (29.4 mmol) del acido 12 manteniendo agitacion magnética.
Posteriormente se adapté al matraz un refrigerante, trampa anhidra, embudo de adicién,
termdmetro y bafio de agua a temperatura entre 45-50 °C. EI monitoreo de esta reaccion se

Ilevé a cabo de la misma forma que en el caso anterior, es decir, se formd el éster metilico

55



PARTE EXPERIMENTAL

correspondiente mediante la reaccion entre una muestra de la mezcla de reaccion y alcohol
metilico grado reactivo, y un ligero calentamiento. Luego se compararon por anélisis en ccf
la muestra, el &cido precursor y el éster metilico previamente sintetizado, de tal forma que
cuando la mezcla de reaccion mostro solamente la mancha del éster, la reaccion habia
terminado. Luego de 3.0 horas de reaccién concluyo el consumo de materia prima. A la
mezcla de reaccion fria a 10 °C se le adicionaron 4.350 g (30.0 mmol) de 2-amino-5-
nitrotiazol (8b) disueltos en 3.5 mL de DMF, después de lo cual se aumenté la temperatura
a 65 °C. Después de 2.5 horas de reaccion concluyé el consumo de materia prima.
Posteriormente se dejé enfriar la mezcla de reaccion; luego, se vertio en 35 mL de agua fria,
con agitacion magnética y se formo un solido amarillo ocre. El sélido asi formado se separ6
por filtracion al vacio, se lavd con agua fria repetidas veces y se secd al aire. Se obtuvieron
7.495 g de producto, con una sola mancha en el sistema VI (Rs= 0.35), se purificaron por
lavados con etanol y dieron 5.591 g (59.2% de rendimiento) de un s6lido amarillo ocre, con
un pf de 300.5-301.7 °C (con descomposicion).

IR (KBr): 3317, 3104-2944, 1672, 1536, 1474, 1361, 1299. EM (IE) m/z: 321 (M*, 11%);
(M* -144, 45%); 149 ([M* -144] -28, 32%). RMN *H (DMSO-ds) &: 7.255 (d, Jo = 8.7 Hz,
1H, H en Cy); 7.939-7.969 (m, 2H, Hen C, y H en Cg); 8.682 (s, 1H, Hen C,’); 12.911 (s,
1H, int. con D,0, N-H); 12.963 (s, 1H, int. con D,O, CO-NH); 13.560 (sa, 1H, int. con D0,
S-H).

8.3.15 Sintesis de la 2-(Metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-bencimidazol-5(6)-
carboxamida (VMAS-62) a partir de la 2-Mercapto-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1H-

bencimidazol-5(6)-carboxamida

o) ¢ ) o)

\NL</\|§I A/ l\\l |

/1 NH N CH,l //N N CH
o) S 0 NH 3

61 VMAS-62
En un matraz Kontes de tres bocas de 50 mL, adaptado con trampa anhidra, termémetro y

embudo de adicién, se suspendieron 2.512 g (7.8 mmol) de 61 en 15 mL de EtOH.

Posteriormente se adicionaron 0.437 g (7.8 mmol) de KOH disueltos en 1.0 mL de agua,
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con agitacion magnética y en bafio de hielo. Luego se agregaron a la mezcla de reaccion,
por goteo lento 0.50 mL (8.0 mmol) de CHjsl, a una temperatura entre 0 y 5 °C. Al termind
de la adicién del CHjsl la reaccion se mantuvo a esa temperatura y con agitacion, durante 3
horas maés, tiempo al que se presentd el consumo total de materia prima. La mezcla de
reaccion se vertié en 10 mL de agua y se neutralizé con HCI al 15%. Se formo un sélido
ocre que se separ0 por filtracién al vacio, se lavo con agua y se seco al aire. Se obtuvieron
2.163 g de producto, con una sola mancha en el sistema Il (R;= 0.60), que recristalizados
de DMF/H,0 dieron 1.806 g (69.2% de rendimiento) de un solido color ocre, con un pf de
268.4-269.5 °C (con descomposicion) [Lit.*° 268.7-269.9 °C].

IR (KBr): 3119, 2931, 1672, 1537, 1477, 1350, 1280. EM (IE) m/z: 335 (M", 5 %); 191
(M* -144, 100%); 163 ([M* -144] -28, 18%). RMN ‘H (DMSO-dg) &: 2.719 (s, 3H, S-
CHs); 7.521 (d, Jo = 8.2 Hz, 1H, H en C;); 8.942 (dd, Jo = 8.2 Hz, Jm = 3.5 Hz, 1H, Hen
Ce); 8.281 (d, Jm = 3.4 Hz, 1H, H en C,); 8.702 (s, 1H, H en Cy’); 13.526 (sa, 2H, int. con
D,0, CO-NH y N-H).
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Tabla 10.1 Constantes fisicas y rendimientos de los carboxilatos de metilo y carboxamidas bencimidazolicas finales

Rendimiento Disolvente de Rendimiento || Sistema
Compuesto PM TR recristalizado de R¢ pf (°C)
crudo (%) recristalizacion . a
(%) elucion
10a 348.40 88.8 EtOH 73.4 ! 0.21 204'9(’(';11'6
10b 393.40 935 Eter dietilico® 86.7 | 0.31 209'9(’(';11'4
19 276.34 82.9 DMF/H;0 60.5 | 036 378'(();81-0
61 321.33 79.4 EtOH® 59.2 vi | 035 300'?(‘301'7
VMAS-62 || 335.36 82.9 DMF/H,0 69.2 || 060 268"(;?69'5

% Sistemas de elucion en pagina 43
® No se recristalizd, sélo se suspendié
(d). Funde con descomposicién
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Tabla 10.2 Constantes fisicas y rendimientos de los compuestos precursores sintetizados

Rendimiento Disolvente de Rendimiento || Sistema pf pf
Compuesto PM crudo recristalizacion recristalizado de R¢ reportado experimental
(%) (%) elucion® (°C) (°C)
EtOH/ACOEt 259.0-
2 179.17 91.8 80:20 80.3 I 0.30 962 0% 259.1-259.5
128.3-
3 193.20 99.4 MeOH 84.9 VII 0.45 108 7% 128.8-129.4
129.4-
4 238.20 88.5 EtOH 55.9 I 0.70 130.0% 123.5-129.2
197.0-
5 196.16 90.2 EtOH 84.1 Il 0.36 202.0% 200.3-201.7
107.4-
6 166.18 99.5 - - I 0.53 108.5% Nd
7 208.24 93.5 MeOH 73.0 I 0.33 Nr 290.5-291.7
9a 176.62 72.3 CHiCN 65.1 I 0.52 Nr 176.5-177.7
9b 221.62 85.6 CHiCN 69.0 I 0.45 Nr 157.1-157.9
12 194.21 94.0 EtOH/DMF 65.9 I 0.42 Nr 353.0-356.2
13 212.66 - - - v 0.53 Nr Nd
17 230.14 93.2 - - \% 0.21 Nr Nd

* Sistemas de elucion en pagina 43
(d). Funde con descomposicion
Nd. No determinado
Nr. No reportado
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10.3 Constantes espectroscopicas y espectrométricas de los carboxilatos de metilo y

carboxamidas finales

Compuesto

Sefales

HsC

N

| >
N
H

Ly

10a
2-{[2-0x0-2-(1,3-tiazol-2-
ilamino)etil]tio}-1H-bencimidazol-5(6)-
carboxilato de metilo

Espectro 18 IR (KBr, cm™): 3309, 3251,
2948, 1702, 1292, 1234.

Espectro 19 EM (FAB*) m/z: 349 ([M*']",
29%).

Espectro 20 RMN 'H (DMSO-dg) &: 3.828
(s, 3H, CHs-0); 4.291 (s, 2H, S-CH,-CO);
7.178 (d, Jo = 4.8 Hz, 1H en Cs’); 7.453-
7.481 (m, 2H, Hen C;, Hen Cy’); 7.711 (dd,
Jo=8.4,Jm =15, 1H, H en Cg); 8.001 (s, 1H
en Cy); 12.891 (sa, 2H, int. con D,O, CO-NH
y N-H).

HC
o

o N
[ >—
N
H

L

I

10b o
2-{[2-0x0-2-(1,3-tiazol-5-nitro-2-
ilamino)etil]tio}-1H-bencimidazol-5(6)-
carboxilato de metilo

Espectro 25 IR (KBr, cm™): 3180, 1698,
1577, 1425, 1354, 1297, 1179.

Espectro 26 EM (FAB*) m/z: 395 ([M*']",
10%).

Espectro 27 RMN *H (DMSO-dg) 3: 3.835
(s, 3H, CH3-0); 4.213 (s, 2H, S-CH,-CO);
7.471 (dd, Jo =8.7 Hz, Jp = 0.3 Hz, 1H, H en
C;); 7.736 (dd, Jo = 8.4 Hz, Jm = 1.8 Hz, 1H,
H en Cg); 7.993-8.001 (m, 1H, H en Cy);
8.441 (s, 1H, H en C,’); 12.681 (sa, 2H, int.
D,0, NH-CO y NH).

LA
S NH N
e
N
19

2-Mercapto-N-(1,3-tiazol-2-il)-1H-
bencimidazol-5(6)-carboxamida

Espectro 34 IR (KBr, cm™): 3439, 3118,
2951-2811, 1644, 1543, 1478, 1200.

Espectro 35 EM (El) m/z: 276 (M", 14%)).
Espectro 36 RMN 'H (DMSO-dg) &: 7.218-
7.257 (m, 2H, Hen Cs” y H en Cy); 7.540 (d,
Jm = 3.6 Hz, 1H, H en Cy); 7.892-7.933 (m,
2H,Hen Cs y Hen Cy’); 12.867 (sa, 1H, int.
con D,0O, CO-NH); 12.915 (sa, 1H, int. con
D,0, S-H).

(o} ./ N o)
>}“’<S\J\NHJk©iN
© | \>—SH
N
61

Espectro 38 IR (KBr, cm™): 3317, 3104-
2944, 1672, 1536, 1474, 1361, 1299.
Espectro 39 EM (IE) m/z: 321 (M", 11%)).
Espectro 40 RMN *H (DMSO-dg) 8: 7.255
(d, Jo = 8.7 Hz, 1H, H en Cy); 7.939-7.969
(m, 2H, Hen C, y H en Cg); 8.682 (s, 1H, H
en Cy’); 12,911 (s, 1H, int. con D,0O, N-H);
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2-Mercapto-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-
1H-bencimidazol-5(6)-carboxamida

12.963 (s, 1H, int. con D,0, CO-NH); 13.560
(sa, 1H, int. con D,0O, S-H).

VMAS-62

o} . N 0
)/N{kw \
° | §>_—%
N CH,

2-(Metiltio)-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-
1H-bencimidazol-5(6)-carboxamida

Espectro 42 IR (KBr, cm™): 3119, 2931,
1672, 1537, 1477, 1350, 1280.

Espectro 43 EM (1E) m/z: 335 (M™, 5 %).
Espectro 44 RMN *H (DMSO-dg) &: 2.719
(s, 3H, S-CHg); 7.521 (d, Jo = 8.2 Hz, 1H, H
en C;); 8.942 (dd, Jo = 8.2 Hz, Jm = 3.5 Hz,
1H, Hen Cg); 8.281 (d, Im=3.4 Hz, 1H, Hen
Cy); 8.702 (s, 1H, H en C4’); 13.526 (sa, 2H,
int. con D,O, CO-NH y N-H).

10.4 Constantes espectroscopicas y espectrométricas de los precursores sintetizados

\ Compuesto

Sefales

HO
o
Jk
NH Scp,
2

Acido 4-acetamidobenzoico

Espectro 1 IR (KBr, cm™): 3305, 2824, 2548,
1670, 1607, 1521, 1426, 1205, 1178.

Espectro 1a EM (GC) m/z: 179 (M", 47%).
Espectro 2 RMN *H (DMSO-dg) 8: 2.064 (s, 3H,
NHCOCHj3); 7.674 (d, Jo=8.8 Hz,2H,Hen C3y H
en Cs); 7.866 (d, Jo =88 Hz, 2H, Hen C, y H en
Ce); 10.235 (sa, 1H, int. con D,O, NHCOCHs3);
12.653 (sa, 1H, int. con D,O, COOH).

HaC
o
A
o o)
NH/U\CH3
3

4-Acetamidobenzoato de metilo

Espectro 3 IR (KBr, cm™): 3360, 2951, 1685,
1524, 1443, 1251, 1175.

Espectro 4 EM (GC) m/z: 193 (M*, 100%).
Espectro 5 RMN *H (DMSO-dg) &: 2.068 (s, 3H,
NHCOCHs3); 3.796 (s, 3H, COOCHj3); 7.687-7.714
(m, 2H, Hen C3y Hen Cs); 7.867-7.900 (m, 2H, H
en C, y H en Cg); 10.269 (sa, 1H, int. con D,0,
NHCOCHs).

o} CH,
4
4-Acetamido-3-nitrobenzoato de
metilo

Espectro 6 IR (KBr, cm™): 3354, 2962, 1731,
1720, 1619, 1509, 1342, 1300, 1221.

Espectro 7 EM (GC) m/z: 238 (M", 18%).
Espectro 8 RMN *H (DMSO-dg) &: 2.109 (s, 3H,
NHCOOCHSj); 3.871 (s, 3H, COOCHg); 7.836 (d, Jo
= 8.406 Hz, 1H, H en Cs); 8.198 (dd, Jo = 8.7 Hz,
Jm = 1.8 Hz, 1H, H en Cg); 8.369 (d, Jm = 2.1 Hz,
1H, H en C,); 10.564 (sa, 1H, int. con D0,
NHCOCHj3).
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4-Amino-3-nitrobenzoato de
metilo

Espectro 9 IR (KBr, cm™): 3475, 3341, 2962,
1701, 1632, 1521, 1356, 1477.

Espectro 10 EM (GC) m/z: 196 (M", 50%).
Espectro 11 RMN *H (DMSO-dg) &: 3.790 (s, 3H,
COOCHs3); 7.034 (d, Jo = 8.8 Hz, 1H, H en Cs);
7.821 (dd, Jo = 8.8 Hz, Jm = 2.0 Hz, 1H, H en Cg);
7.967 (sa, 2H, int. con DO, NH,); 8.516 (d, Jm =
2.0 Hz, 1H, Hen C,).

HsC

N
© | \>75H
N
H

7
2-Mercapto-1H-bencimidazol-
5(6)-carboxilato de metilo

Espectro 12 IR (KBr, cm™): 3310, 2944, 1690,
1342, 1299, 1173.

Espectro 13 EM (GC) m/z: 208 (M", 98%).
Espectro 14 RMN *H (DMSO-dg) 8: 3.819 (s, 3H,
COOCHpg); 7.201 (d, Jo = 8.4 Hz, 1H, H en Cy);
7.633 (d, Jm=0.8 Hz, 1H, H en Cy); 7.741 (dd, Jo =
8.0 Hz, Jm = 2.0 Hz, 1H, H en Cg); 12.798 (s, 1H,
int. con D,O, N-H); 12.854 (s, 1H, int. con D,0, S-
H).

O
s O>/\\

Cl
9a

2-Cloro-N-(1,3-tiazol-2-

Espectro 15 IR (KBr, cm™): 3185, 2949, 2733,
1703, 1585, 1166.

Espectro 16 EM (GC) m/z: 176 (M", 45%).
Espectro 17 RMN 'H (DMSO-ds) 8: 4.447 (s, 2H,
CO-CH-Cl); 7.201 (d, Jo = 3. 6 Hz, 1H en C,);
7.473 (d, Jo = 3. 6 Hz, 1H en Cs); 11.366 (sa, 1H,
int. D,O, NH).

il)acetamida
\ Espectro 22 IR (KBr, cm™): 3148, 2941, 2717,
o_ , [ >\NH 1694, 1556, 1493, 1351, 1177.
by s Espectro 23 EM (GC) m/z: 221 (M*, 34%).
(0] O/

Cl
9b

2-Cloro-N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-
il)acetamida

Espectro 24 RMN 'H (DMSO-ds) &: 4.566 (s, 2H,
CO-CH-Cl); 8.446 (s, 1H, H en C,); 11.466 (sa,
1H, int. D,O, NH-CO).

OH

N
© | \>75H
N
H

12
Acido 2-mercapto-1H-
bencimidazol-5(6)-carboxilico

Espectro 29 IR (KBr, cm™): 3064-2565, 1683,
1521, 1303, 1181.

Espectro 30 EM (IE) m/z: 194 (M", 100%).
Espectro 31 RMN 'H (DMSO-dg) &: 5.600 (sa,
1H, int. con D,O, COO-H); 7.176 (dd, Jo = 8. 4 Hz,
Jp = 0.3 Hz, 1H, H en C;); 7.669 (dd, Jm = 1.5 Hz,
Jp = 0.6 Hz, 1H, H en C,); 7.749 (dd, Jo = 8.1 Hz,
Jm = 1.5 Hz, 1H, H en Cg); 12.781 (sa, 2H, int. con
D,0, N-Hy S-H).
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HO
o N
;\C[\}cps Espectro 32 IR (KBr, cm™): 3292-3084, 1704,
N 1164, 770.
17

Espectro 33 EM (GC) m/z: 230 (M", 98 %).

Acido 2-trifluorometil-1H-
bencimidazol-5(6)-carboxilico
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Espectro 52 RMN 1H 4-Acetamidobenzoato de metilo (3)
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Espectro 11: RMN tH 4-Amino-3-nitrobenzoato de metilo (5)
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Espectro 12: IR (KBr) 2-Mercapto-1 H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo (7)
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Espectro 14: RMN tH 2-Mercapto-1 H-bencimidazol-3(6)-carboxilato de metilo (7)
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Espectro 18: IR (KBr) 2-{]| 2-ox0-2-( 1,3-tiazol-2-ilamino)etil |tio}- 1 H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo (10a)
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Espectro 20: RMN 1H 2-{[2-0x0-2-(1 3-tiazol-2-ilamino)etil|tio}-1 H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo (1)
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Espectro 21: NOESY 2-{|2-0x0-2-(1,3-tiazol-2-ilamino)etil|tio}-1 H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo (10a)
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Espectro 22: IR (KBr) 2-Cloro- N-(5-nitro-1.3-tiazol-2-il )acetamida (9b)
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Espectro 23: EM (GC) 2-Cloro- N-(5-nitro-13-tiazol-2-il )acetamida (9b)
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Espectro 28: NOESY 2{|2-ox0-2-( LL3-tiazol-5-nitro-2-ilamino Jetil|tio}-1 H-bencimidazol-5(6)-carboxilato de metilo (10b)
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Espectro 29: IR (KBr) Acido 2-mercapto-1 H-bencimidazol-5(6)-carboxilico (12)
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Espectro 31: RMN 1H Acido 2-mercapto- 1 H-bencimidazol-5(6)-carboxilico (12)

301ANIdV



00T

1000 .,

95 .

55
50 4
%T
45
40
35 ]

30 4

18
10 4
5

00.

.61

1746,

170433

612.74

1422.57

1544

119

1284

11

1163.56

4000.0

om-1

T T

1500 1000
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Espectro 35: EM (E@) 2-Mercapto-N-(1,3-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-5( 6 )-carboxamida (19)
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Espectro 36: RMN tH 2-Mercapto-N-(1,3-tiazol-2-il)- L H-bencimidazol-5(6)-carboxamida (19)
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Espectro 37: Expansion de la RMN 1H 2-Mercapto-N-( 1,3-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-5(6)-carboxamida (19)
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Espectro 38: IR (KBr) 2-Mercapto- N«(S-nitro-13-tiazol-2-il -1 H-bencimidazol-5(6)-carboxamida (61)
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Espectro 39: EM (EI) 2-Mercapto- N-(5-nitro-13-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-5(6)-carboxamida (61)
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Espectro 40: RMN tH 2-Mercapto- N« 5-nitro-13-tiazol-2-il -1 H-bencimidazol-5(6)-carboxamida (61)
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Espectro 41: Expansion de la RMN tH 2-Mercapto- N+ 5-nitro-13-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-5(6)-carboxamida (61)
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Espectro 42: IR (KBr) 2-(Metiltio)- N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-5(6)-carboxamida (V MAS-62)
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Espectro 43: EM (E@) 2-(Metiltio)- N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-5(6)-carboxamida (V MAS-62)
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Espectro 44: RMN tH 2-(Metiltio)- N4S-nitro-1,3-tiazol-2-il)-1 H-bencimidazol-5(6)-carboxamida ( VMAS-62)
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