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1. INTRODUCCION

INTRODUCCION

El protozoario Entamoeba histolytica (E. histolytica) es el parasito causante de la
amibiasis humana que hasta hoy sigue teniendo importancia significativa en las
cifras de morbilidad y mortalidad. La amibiasis es la cuarta causa de mortalidad
debida a infecciones por protozoarios después de la malaria, tripanosomiasis
africana y leishmaniasis y la tercera causa de morbilidad después de la malaria y
tricomoniasis. La epidemiologia de estas parasitosis se relaciona directamente con

factores ecoldgicos, socioecondmicos y culturales.

México es considerado como un pais endémico de infecciones amibianas por lo
que las infecciones por E. histolytica ain son un serio problema de salud publica.
A nivel mundial la quimioterapia sigue siendo el método més eficaz y barato para
controlar casi todas las parasitosis. Las dosis elevadas o de larga duracion en
tratamientos con Metronidazol, el medicamento de eleccién, se asocian con
algunos signos de toxicidad tales como la leucopenia, la neutropenia, un riesgo
aumentado de neuropatia periférica o toxicidad del sistema nervioso central y

aparicion de una lengua negra.

Con el objetivo de disminuir los efectos colaterales y aumentar la eficacia de los
tratamientos antiparasitarios se han propuesto nuevas dianas terapéuticaas y
nuevas moléculas dirigidas a estas. La enzima Trifosfato Isomerasa (TIM) es una
proteina que se ha estudiado profundamente y que se ha usado como una diana

biol6gica para el disefio de farmacos contra patdgenos glicoliticos, su funcion es
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esencial para la produccioén de ATP en la via glicolitica. En pruebas de inactivacion
enzimatica, algunos derivados de bencimidazol mostraron actividad como
potenciales inhibidores de la enzima. Usando esta informaciéon experimental en
trabajos precedentes se utilizé el método de acoplamiento molecular (Docking)
para disefiar una serie de moléculas y predecir el modo de union con la enzima
EhTIM. El propdsito del presente trabajo de tesis es la sintesis y evaluacion
antiprotozoaria de dos de las moléculas resultantes del estudio anterior. Se trata
de dos compuestos bencimidazolicos hibridos unidos a través de un enlace

carboxamida.
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2. MARCO TEORICO

2.1 La Entamoeba histolytica un protozoario de interés mundial

Los protozoarios se han adaptado practicamente a cualquier tipo de habitat existente
sobre la faz de la Tierra, incluido el cuerpo humano. Unos 20 protozoarios diferentes
causan enfermedades humanas que afectan a millones de personas en todo el

mundo, son ejemplos: amibiasis, giardiasis, paludismo y tricomoniasis.

La amibiasis humana es causada por el protozoario Entamoeba histolytica; esta
parasitosis tiene gran importancia en las cifras de morbilidad y mortalidad, sobre
todo en paises en via de desarrollo. Por esta enfermedad se reportan anualmente a
nivel mundial hasta 100 000 defunciones.’ La amibiasis ocupa el cuarto lugar en
mortalidad debida a infecciones por protozoarios después de la malaria,
tripanosomiasis africana y leishmaniasis; y el tercero en morbilidad después de la

malaria y la tricomoniasis.?

En México las infecciones por E. histolytica aun son un serio problema de salud
publica. México es considerado como un pais endémico de infecciones amibianas.
Un estudio seroepidemioldgico, usando la prueba de hemaglutinacion indirecta,
mostré un indice de seroprevalencia de 8.4%; sin embargo el indice de incidencia
nacional para amibiasis intestinal y absceso hepatico durante el afo 2000 fue

1353.43 y 6.37/100 000 habitantes, respectivamente. >

En el territorio mexicano la frecuencia de individuos con anticuerpos amibianos varia

entre 2.2% y 11.4%, dependiendo esto fundamentalmente de la edad, sexo y
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condiciones sanitarias de la poblacion. En la ciudad de México el porcentaje de

individuos con anticuerpos amibianos fue de 4.37%, pero varié6 de 1.68% en San
Angel (zona residencial, de casas solas y nivel econémico elevado) a 3.86% en
Tlatelolco (zona de departamentos con buenos servicios sanitarios y densidad
elevada de poblacion), hasta 7.52% en Netzahualcéyotl (zona de habitaciones

proletarias, mal saneada y de nivel econdmico bajo).*

La amibiasis no produce sintomas en el 90% de los individuos afectados, en los
cuales el parasito se encuentra en forma de quiste. La infeccion se localiza en la
mucosa del intestino grueso, donde solo la especie E. histolytica y en particular las
cepas invasoras dafan el tejido y ocasionan enfermedades intestinales o
extraintestinales que afectan otros érganos. Entre los factores que favorecen la
difusién y perpetuacion parasitaria se encuentran la contaminacion fecal del suelo, el
saneamiento basico ambiental deficiente por mal manejo de los productos de
desecho del ser humano, el clima, factores socioecondmicos, factores culturales y la
susceptibilidad del huésped, determinada por los factores inmunitarios, genéticos y

nutricionales de cada persona.

Recientemente, la E. histolytica ha sido reclasificada en las especies patogénica (E.
histolytica sensu stricto) y no patogénica (E. dispar). Existe discrepancia entre el
numero de personas infectadas por este protozoario asi como en los indices de
morbilidad y mortalidad las cuales son explicadas por la existencia de las dos

especies morfolégicamente idénticas.
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La E. histolytica se define como un organismo eucarionte unicelular con la siguiente

morfologia:

@ Trofozoitos o forma maovil. Se multiplica por fision binaria y es muy sensible al
jugo gastrico y a los agentes externos. Su habitat comprende la luz y pared
del colon y especialmente el ciego y el recto. Cuenta con un nucleo unico y un

diametro de 20-40 pm.

@ Quistes. Pueden sobrevivir en el agua y los alimentos, constituyen la forma
infectiva por ingestion. Miden de 10 a 16 uym de diametro, son esféricos en
microscopia de campo claro, los quistes de E. histolytica/E. dispar no pueden

diferenciarse.

2.1.1 Ciclo vital

La infeccion (Figura 1) se produce por ingestion de un quiste maduro del parasito. El
desenquistamiento se produce en la region inferior del intestino delgado y el
metaquiste se divide rapidamente para dar lugar a ocho pequefios trofozoitos. Estos
penetran en el intestino grueso, experimentan fision binaria, después de esto pueden
ocurrir cualquiera de los siguientes tres eventos:

1) Invadir los tejidos del huésped a través del flujo sanguineo, sitios
extraintestinales como el higado, cerebro y pulmones, resultando en
manifestaciones patoldgicas.

2) Vivir en la luz del intestino grueso sin invasion.

3) Evolucionar a quistes y ser expulsados del huésped con las heces.®
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Figura 1.Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.’

Se han descrito tres pasos basicos en la patogénesis de la amibiasis: colonizacion,
reduccion/disrupciéon de la mucosa y citolisis. Durante estos procesos, multiples
quimioatrayentes y citocinas proinflamatorias son liberadas por las células epiteliales,
iniciando la respuesta inflamatoria aguda. La adherencia se realiza gracias a la
accion citolitica de las enzimas proteoliticas que el parasito posee. La extension y
profundidad de la accion citolitica determinan la aparicion de ulceras de diversos
tamanos, las cuales, generalmente, terminan en la perforacion de la luz de la pared
intestinal. La lectina es una molécula central en el proceso de colonizacion,
enquistamiento e invasion de E. histolytica. La lisis tisular, en la que participan los

mecanismos de defensa del huésped, ocurre gracias a que la amiba contiene
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enzimas llamadas “formadoras de poros”, que son enzimas proteoliticas

(colagenasas y proteasas) que facilitan la invasion de los tejidos, permeabilizan la
membrana y se insertan en la bicapa lipidica de la membrana de la célula diana;
eéstas proteasas solubles, denominadas amebaporos, son uno de los mayores
factores patégenos de la E. histolytica, cuya funcién primaria es eliminar las bacterias
ingeridas dentro de las vacuolas digestivas y pueden inducir la necrosis de células
epiteliales y leucocitos durante la invasion del parasito. Las proteasas de cisteina se
consideran como uno de los ejes centrales de las interacciones de la E. histolytica
con la respuesta inmune y no inmune del huésped, estan involucradas en la evasion
de la respuesta inmune debido a que degradan inmunoglobulinas, como IgA e IgG.
E. histolytica ingiere las células muertas del huésped por fagocitosis con lo que limita
igualmente la respuesta inflamatoria y permite su establecimiento como una infeccién
persistente.’” Las manifestaciones clinicas van desde un rango de colonizacion
asintomatica de la mucosa intestinal hasta el sindrome clinico disentérico. La colitis
ameébica aguda dura de 1 a 4 semanas que usualmente resuelve dentro de unos
pocos dias con el tratamiento apropiado. Si embargo casos severos de disenteria
pueden evolucionar a perforacion del colon, colitis fulminante, megacolon tdxico o
amoeboma. Los sintomas de estas complicaciones son severo dolor abdominal, e

intensos tenesmos (20 o0 mas episodios de diarrea sanguinolenta por dia).

2.1.2 Tratamiento
En la actualidad existen tratamientos para el control de la amibiasis; los farmacos
usados en la quimioterapia de la amibiasis son de dos clases: amebicidas luminares

para quistes (Paramomicina, lodoquinol y Furoato de diloxanida) y amebicidas de
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tejido para trofozoitos (nitroimidazoles: Metronidazol, Tinidazol, y Dehidroemetina).

La enfermedad invasiva debe ser tratada con un amebicida de tejido seguido por un
amebicida luminar. Para asegurarse que el tratamiento ha sido exitoso se realiza un
examen de las heces. La quimioprofilaxis no es recomendable porque puede

conducir a la resistencia a los farmacos vy limitar la utilidad de los mismos.

Si bien el Metronidazol es el farmaco de eleccidon contra la amibiasis, se encuentra
catalogado como potencial carcindgeno humano por la Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer, aunque parece tener un potencial riesgo cancerigeno
bajo y, en casi todos los casos, los beneficios del tratamiento son mayores que tan
baja probabilidad. Sin embargo cuando los tratamientos son largos y las dosis son
altas aparecen sintomas de toxicidad como el ennegrecimiento de la lengua,
leucopenia, neutropenia, irritacion de la mucosa gastrica y dafo de los
espermatozoides; por otro lado estudios bioquimicos han identificado en E.
histolytica enzimas de fermentacion similares a las de las bacterias las cuales tienen

como objetivo principal el Metronidazol.’

En un intento por disminuir la toxicidad y aumentar la efectividad en los tratamientos
antiamebicos se han sugerido nuevas metas para los medicamentos. Una de las
herramientas que se han tomado para la obtencién de nuevas moléculas para el
tratamiento de la amibiasis ha sido la identificacion de nuevas dianas para los
posibles farmacos. La observacion de que E. histolytica depende exclusivamente de
la glicdlisis para el suministro de ATP y que una serie de sus enzimas glicoliticas

muestran importantes diferencias comparadas con las enzimas humanas, las
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enzimas glicoliticas de E. histolytica se han convertido en un punto importante de la

investigacion. Una vez identificadas las enzimas participantes en los pasos que
controlan el flujo de la glicdlisis, estas llegan a ser dianas potenciales para el disefo

de nuevos farmacos.?

2.2 La EhTIM como diana biolégica para el disefio de farmacos

La Triosafosfato Isomerasa (TIM) es una enzima que se ha investigado ampliamente
y se ha usado como una diana para el disefio de farmacos contra patégenos
glicoliticos (protozoarios como por ejemplo el Tripanosoma cruzi, agente causal de la
enfermedad de Chagas), cuya funcion es esencial para la produccion total de ATP en
la glicdlisis. La reaccion catalizada por la Triosafosfato Isomerasa es el quinto paso
de la glicdlisis y es el ultimo paso de la "Fase de Gasto de Energia", aqui se genera
la segunda molécula de Gliceraldehido-3-fosfato al isomerizar a dihidroxiacetona-
fosfato debido a que esta ultima no puede continuar en los pasos restantes de la

glicdlisis.

Se ha observado que el sitio catalitico de la TIM es muy similar en todas las especies
estudiadas. En mesdfilos, la TIM es un dimero cuya interfaz ha sido considerada un
diana para el disefo de inhibidores selectivos que interactuan con los sitios de union
entre subunidades o con algunos aminoacidos no conservados de la molécula'?; por
ejemplo los residuos de cisteina localizados en esta interfaz al interactuar con
reactivos de tiol especificos producen agregacion e inactivacion de la enzima. Las
TIM que carecen de este residuo, tal como la TIM humana, son menos afectadas. La

TIM de Entamoeba histolytica (EhTIM) tiene en la interfaz un residuo de cisteina y
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presenta 10 inserciones mas, comparada con la enzima de otros patdégenos. Este

residuo de cisteina existe en la TIM de una serie de patdgenos (Cys14 en TbTIM,
Cys15 en TcTIM y Cys16 en LmTIM). Una caracteristica importante en la interfaz de
EhTIM es un enlace de hidrégeno entre subunidades (3.52A) entre His86 (mondmero

A)y Cys14 (mondmero B)."

En la tesis doctoral de Fabian Lopez Vallejo™ se reporta la actividad inhibitoria de 97
compuestos entre ellos varios bencimidazoles, cuyo valor de Clsy contra E. histolytica
fue determinado in vitro. Se encontré que cinco compuestos de los estudiados
mostraron cierto potencial de inhibicion contra la EhTIM. En la Tabla 1 se muestra la
estructura de los bencimidazoles estudiados, el porcentaje de actividad residual de la

enzima, asi como la Clsg en unidades de potencia contra el parasito.

Tabla 1. Porcentaje de actividad residual de la EhTIM por accién de cinco compuestos

bencimidazdélicos, pCl50 frente a Entamoeba histolytica y ClogP

% actividad

Compuesto Estructura residual de plCse? CIogPb
la EnTIM
J N (0]
(SJ\N N
1 Mg, \ N\%SCHS 47 7.21 2.45
CH,
Cl
cl o N,
2 1 ]Clﬁ[ﬁsms 46 5.86 6.40
oszs)’\\‘\ i N
3 EJ\@N\HcHs 42 7.59 2.27
CH,
Cl
C|©/o N
A\
4 CJC[N\HC'“ 55 6.38 6.44
H
O o N
4 7. )
5 CIJC[N\HCHS 3 58 6.53
H

a pClsp = -log Clso. b ClogP= Coeficiente de particién octanol/agua calculado. ™

10
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El estudio computacional (metodologia Docking) de estos compuestos brindd valiosa

informacion sobre la forma en que éstos interactuan con la enzima de E. histolytica
asi como con la del humano. De esta manera se disefiaron nuevos prototipos con
mayor probabilidad de ser mas activos que las moléculas a partir de las cuales

fueron disefiadas. '

En la Tabla 2 se muestran los resultados del estudio de los compuestos disefiados
por docking, el valor de la energia libre de union a la TIM de E. histolytica y TIM de
humano, asi como la diferencia energética entre ambas; todos los compuestos,
estructuralmente hablando, son amidas bisbencimidazdlicas y tuvieron muy buenas
energias de unién a la EhTIM. El compuesto con mayor selectividad por la EhTIM es

B3y el menos selectivo es B5.

Tabla 2. Valores de energia libre de unién determinados mediante acoplamiento molecular (docking)

R2 N
e
R N

3
R4

AG AG AAG
Compuesto Ry R, R; EhTIM HsTIM (AGEhTIM-
(kcal/mol) (kcal/mol) AGHsTIM)
B1-21° H DFBAC H -10.71 -8.38 -2.33
B2-14° CH; DFBAC H -9.99 -9.11 -0.88
B3 CHs; H DFBAC -11.25 -8.76 -2.49
B4 H DFBAC Cl -10.09 -8.67 -1.42
B5 CH; DFBAC Cl -8.9 -9.5 0.6

B6 CHs; Cl DFBAC -10.65 -9.28 -1.37
|

c o
cl o N
DFBAC: 6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-ilJaminocarbonilo ]@IN\%NH
cl \
H

a . .
14 y 21 Pertenecen al numeral consecutivo en el esquema de reaccion.

En el presente trabajo sodlo se reporta la sintesis de los dos primeros compuestos de

la serie B1-21 y B2-14. Se trata de dos moléculas compuestas cada una por dos

11
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bencimidazoles, un 2-metiltiobencimidazol y un 2-aminobencimidazol, unidos a

través de un enlace carboxamida; con AAG calculado de -2.33 y de -0.88 Kcal/mol

Kcal/mol para B1-21 y B2-14, respectivamente.

Del trabajo computacional se obtuvieron las siguientes conclusiones: los ligandos
disefiados se unen al sitio de union de la EhTIM (interfaz) ocupando un mayor
volumen que los compuestos experimentales (Figura 2). Los ligandos disefiados
tienen una mejor energia de uniéon que los ligandos experimentales, por tanto se

espera que éstos inactiven la EhTIM en una proporcion mayor.

Figura 2. EhTIM, interfaz del dimero protéico.

2.3 Bencimidazol molécula con actividad antiparasitaria

El bencimidazol (BZD) es un heterociclo de nitrégeno que fue sintetizado por primera
vez por Hoebrecker y después por Ladenberg y Wundt durante 1872-1878". Los
bencimidazoles con actividad antiparasitaria pueden ser agrupados como: BZDs
tiazolilo, BZD carbamatos de metilo, pro-BZD y BZD halogenados. Su potencial
terapéutico en quimioterapia de parasitos fue reconocido sélo después de 80 afos
cuando ICl (Imperial Chemical Industries) introdujo una combinacién de 2-

Fenilbencimidazol con Fenotiacina como un antihelmintico para ovejas. En 1961, los
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laboratorios Merck Sharp Dohme descubrieron el 2-(1,3-Tiazol-4-il)-Bencimidazol

(Tiabendazol) como un antihelmintico de amplio espectro.

La introduccidén del Tiabendazol en el tratamiento de infecciones helminticas de
humanos y animales domeésticos puede ser considerada como el marcador de un
gran avance en el disefio de una nueva generacion de antiparasitarios. La facilidad
de los bencimidazoles para someterse a reacciones electrofilicas, nucleofilicas y
ciclocondensaciones permite la obtencion de compuestos estables, que han hecho
posible sintetizar una gran variedad de bencimidazoles sustituidos y
bencimidazoheterociclos, muchos de los cuales han surgido como farmacos
efectivos para el tratamiento de infecciones parasitarias en humanos y animales
domésticos como caballos, borregos, puercos, cabras, gatos, perros y aves de corral.

Unos pocos bencimidazoles también se ha usado en el control de varias pestes.’

Aunque el Tiabendazol muestra una actividad de amplio espectro contra diferentes
helmintos en humanos y animales tiene el inconveniente de sufrir un rapido
metabolismo de primer paso que lo transforma a la forma inactiva 5-
Hidroxitiabendazol, que tiene una vida media de sélo once minutos en ratas. Para
prevenir esta hidroxilacion enzimatica de los bencimidazoles en la posicion 5, los
cientificos han sintetizado una variedad de BZD 5-sustituidos que han mostrado un

gran aumento en su tiempo de vida media.

Posteriormente, el descubrimiento del Parbendazol por los laboratorios Smith Kline

estimuld,en diferentes companias farmacéuticas del mundo, una intensiva busqueda

13



2. Marco Teorico
de mejores bencimidazoles antihelminticos. Pronto un gran numero de farmacos

(Tabla 3) fueron introducidos en medicina veterinaria y humana.

Tabla 3 . Algunos Farmacos bencimidazélicos en medicina clinica

Ry N
|OSa

N

\

R

L. Inventor/
Nombre genérico R R1 R> Fabricante
Tiabendazol H 4-tiazolil H MSD
Carbendazim?® H NHCOOMe H duPont
Benomil CONHn-Bu H H duPont
Parbendazol H NHCOOMe n-Bu SKF
Mebendazol H NHCOOMe COCegHs Janssen
Fenbendazol H NHCOOMe SCeHs Hoechst
Albendazol H NHCOOMe S-IPr SKF
Triclabendazol” H SMe OCe¢H3Clx-2,4  Ciba-Geigy

2 Principalmente un agente antifingico; también conocido como Medamin.
® También contiene un 6-Cl .

2.3.1 SAR en Bencimidazoles

Las modificaciones estructurales sobre el nucleo de bencimidazol se han realizado
en diferentes posiciones, como resultado se han obtenido moléculas con diferentes
propiedades farmacoldgicas y, en consecuencia, una relacion estructura actividad
(SAR) que constituye un voluminoso capitulo en quimica medicinal. Los cuatro sitios
principales de modificacion estructural en el anillo de bencimidazol se indican en la

Figura 3.
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Sitio C. Cambios en el patrén Sitio B. Cambios en la
farmacoférico en la posicion 5 naturaleza de sustituyentes

en la posicion 2
\ N /
o

N
H\
Sitio D. Cambios en la Sitio A. Cambio en el

naturaleza molecular del volumen estérico del atomo
anillo de bencimidazol. de nitrégeno en la posicion 1

Reemplazo de uno de los
atomos de Nitrégeno por un
atomo de Oxigeno o azufre.

Figura 3. Sitios de modificacion estructural en el anillo de bencimidazol.?”

Diferentes modificaciones (Figura 3) se han realizado en el anillo con series de
analogos con el fin de encontrar las propiedades idoneas para evocar una respuesta
antihelmintica en bencimidazoles. Su actividad se basa en su afinidad por receptores
especificos localizados en el interior del parasito. Consecuentemente, la entrada del
farmaco en el parasito es critica para la eficacia antiparasitaria. Las moléculas
antiparasitarias necesitan pasar a través de las membranas celulares para alcanzar
el sitio especifico de localizacién del receptor. Los farmacos antiparasitarios pueden
alcanzar su objetivo en parasitos a través de ingesta oral (de la sangre del
hospedero, y/o contenido gastrointestinal) o por difusion a través de la superficie
externa o por alguna combinacion de ambas rutas. Al parecer la presencia del atomo
de hidrégeno en la posiciéon 1 del bencimidazol es esencial para la actividad
antihelmintica debido a que todos los bencimidazoles 1-sustituidos disminuyen o
pierden actividad. Los unicos compuestos notables de esta clase son Benomil y
Benacil, los cuales actuan como probencimidazoles liberando carbendazim como el

metabolito activo en el cuerpo del hospedero.
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2.3.2 Bisbencimidazoles como antiprotozoarios

En la busqueda de nuevas moléculas que puedan ser usadas como antiprotozoarios
han surgido diferentes propuestas, entre ellas se encuentra la asociacion de dos
moléculas a través de enlaces covalentes para formar una nueva estructura que
potencie la accion de ambas (Farmacos gemelos o hibridos). Los bencimidazoles no
han sido la excepciéon en esta asociacion de moléculas y se ha demostrado, por
ejemplo, que la adicion de un segundo anillo de bencimidazol en la estructura del 2-
amino bencimidazol y la geometria no planar son propicios para la actividad

antiparasitica contra T. spiralis larvae;*’

el reemplazo bioisostérico de un anillo de
bencimidazol en lugar de una amidina en la pentamidina, resulta en un incremento

en la actividad antiprotozoaria hacia E. histolytica y L. mexicana®.

Los bis-bencimidazoles Hoechst-333342 y -33258 son unos tintes fluorescentes que
se utilizan en el marcaje de ADN en la microscopia fluorescente y que se han
identificado como inhibidores selectivos de las Topoisomerasas (TOPs) de los
parasitos protozoarios Giardia lamblia, P. carinii asi como de los amastigotes de
Leishmania. Debido a que la los tintes Hoechst se unen al ADN, pueden interrumpir
la replicacion del ADN durante la division celular. Por lo tanto son potencialmente

mutagénicos y carcinogénicos.?

Existen otros bencimidazoles en el mercado y en el campo de la investigacion

dirigidos a otros padecimientos y a diversas dianas terapéuticas tales como el

omeprazol ( 5-metoxi-2- [ ( 4-metoxi-3, 5-dimetil-piridin-2-il ) metilsulfinil ] -3H-
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bencimidazol ) que es un inhibidor de la bomba de protones en el estbmago usado

en el tratamiento de la gastritis.

2.3.3 Sintesis de Bencimidazoles

2.3.3.1 Método de Phillips

Es el método mas importante de sintesis de una amplia variedad de bencimidazoles
2-sustituidos, condensa o-diaminobencenos con acidos carboxilicos o sus derivados.
El bencimidazol puede hacerse con un 80% de rendimiento colocando una mezcla
de o-fenilendiamina y acido formico a temperatura ambiente por 5 dias. A 100 °C el
proceso toma lugar solo en 2 horas. Las condiciones de reaccion son esenciales
para obtener buenos rendimientos. Las condiciones mas utilizadas en el método de

Phillips es el calentamiento de los reactivos en presencia de acido clorhidrico 4 M.

2.3.3.2 Sintesis de bencimidazoles a partir de o-(N-acil)anilinas

Otra de las rutas mas comunes de sintesis de bencimidazoles emplea un compuesto

de tipo arileno 1,2-diamino, en el cual uno de los grupos amino ha sido acilado o

tioacilado, se cicla por termdlisis, o con acido acuoso o etandlico, o cloruro de

fosforilo, o por calentamiento bajo reflujo en etanol.

Esta técnica se extiende al uso de o-nitroacilaminoarenos, los cuales ciclan a medida

que se reduce el grupo NO, quimica o -cataliticamente. Los rendimientos
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generalmente son buenos y en ocasiones superiores a los obtenidos de la reaccion

entre un o-aminoanilina y un acido carboxilico.

2.3.3.3 Sintesis de N-metilbencimidazoles

La sintesis de N-metilbencimidazoles se puede lograr cuando una vez obtenido el
anillo bencimidazolico, éste se hace reaccionar con yoduro de metilo en medio

basico generando una mezcla de isdmeros en relacion 1:1.

La mezcla de isomeros solo se obtiene cuando los sustituyentes en 5 y 6 son
diferentes, de lo contrario cuando la sustitucion del bencimidazol es simétrica, la

metilacion directa lleva a la formacion de un solo derivado.

La N-metilacion directa del anillo bencimidazdlico utilizando acetales dimetilados de
dimetilformamida bajo condiciones anhidras, representa otra alternativa cuando la

molécula de bencimidazol es simétrica.?®

2.4 Sintesis de carboxamidas en microondas con agentes acoplantes

2.4.1 Carboxamidas

La formacién del enlace covalente amida es energéticamente desfavorable, la
energia de activacion para la formacion y ruptura es muy alta estableciendo una
limitacion cinética al proceso. Es evidente que la formacion no catalizada del enlace
amida es extremadamente lenta por lo que se requiere la obtencion de un buen

agente acilante mediante la activacion del grupo carboxilo. Esto se realiza
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reemplazando el grupo OH por un sustituyente X atrayente de electrones, que

aumenta la polarizacién del grupo carbonilo y la electrofilia de su atomo de carbono,
facilitando de esta forma el ataque nucleofilico del grupo amino de la molécula que

debe ser acilada.

2.4.2 Agentes acoplantes

Desde el tiempo de Theodor Curtius y Emil Fischer la formacion de carboxamidas
esta basada en la reaccién de aminas con un acido carboxilico activado tal como
cloruro de acido, anhidrido mixto, azida de acilo, o éster, o por una activacion in situ

con agentes acoplantes tal como el N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC)."®

El uso de 1-acilimidazoles como agentes acilantes es de gran importancia. Por su
analogia con las amidas son nombradas imidazolidos. Sin embargo, en contraste con
las amidas, el par de electrones del nitrégeno no se encuentra disponible para un
mesomerismo amida. Por esta razdn los carbonilimidazoles son mucho mas
reactivos que las N,N-dialquilamidas y asi como los anhidridos de acido y cloruros
de acido, son capaces de transferir el grupo acilo al agua, alcoholes, fenoles y

aminas

Entre los agentes acoplantes mas usados se encuentran el DCC el agente acoplante
mas barato, DC 6 WSC: 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida y DIC,
diisopropilcarbodiimida que se utiliza en SPPS (sintesis de péptidos en fase sdlida).

Normalmente, junto con las carbodiimidas antes mencionadas, se utilizan aditivos.
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Los aditivos evitan la racemizacion y aumentan el rendimiento. La mayoria de estos

aditivos son alcoholes del tipo aromaticos como HOBt, HOOBt, pentafluorofenol, N-

hidroxisuccinimida, etc.?°
2.4.3 CDI agente activante del grupo carboxilo

El N,N’-carbonildiimidazol (CDI) es uno reactivo comunmente usado para aqcoplar
acidos carboxilicos con aminas alifaticas o aromaticas para formar amidas. Desde su
desarrollo inicial como un reactivo en 1960 se ha aplicado en investigaciones a

pequefa escala y la fabricacién a gran escala."’

El CDI con acidos carboxilicos en disolventes no préticos forma el 1-
aciloxicarbonilimidazol el cual es capaz de una transacilacion intermolecular. El
resultante 1-acilimidazol puede ser usado como agente acilante, el imidazol actua
como un catalizador nucleofilico para la hidrélisis de derivados de acidos carboxilicos
(Esquema 1). "7

O oo N
R)OJ\O—H + N>:o " @Z * [N\>

H

o]
[e) R’—NH
+ = 2 RLN/\N

N —

K w  ns \~/

+ co,

Esquema 1. Acoplamiento de carboxilo-amina catalizado por CDI. La reaccion transcurre a través de
un intermediario imidazélido no aislable, que conduce a los ésteres o amidas por reaccion con los

correspondientes alcoholes o aminas.
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El CDI reacciona fuertemente con el agua para dar imidazol y diéxido de carbono por

lo que se recomienda realizar todos lo experimentos bajo atmdsfera de nitrogeno

para mantener condiciones anhidras (Esquema 2)."

[0}
\ = =

N

=z

Esquema 2. La molécula de agua y de cualquier alcohol puede consumir el reactivo.

Este acoplamiento tiene una serie de beneficios como agente acoplante de amidas
en la fabricacion a gran escala. Es relativamente barato y facilmente disponible en
kilogramos, entre los subproductos se encuentra el dioxido de carbono que se
considera benigno en las reacciones en pequeia escala, aunque es probable que

cause problemas en grandes escalas.

El efecto imidazdélido ha sido aplicado en el caso de aminas alifaticas y ha
demostrado ser benéfico en las velocidades de la amidacién mediadas por CDI,
debido al incremento en la reactividad del intermediario conteniendo un grupo
protonado o un grupo saliente imidazol (Esquema 3). Existe un inconveniente en las
reacciones con aminas aromaticas debido a que las velocidades de reaccion de los
intermediarios CDl son demasiado lentas, lo cual ha limitado su uso en las

reacciones de la industria farmacéutica y de quimica fina."®
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O

p e

HN Ny +CO, HN XN

Esquema 3. Reaccion de amidacién con aminas alifaticas, el atomo del carbono central de un acido
carboxilico puede sufrir el ataque nucleofilo para dar un intermediario imidazélido, que no es mas que

un carboxilo activado que puede reaccionar con la molécula que contenga el grupo amino.

2.5 Microondas

La industria quimica esta interesada en los procesos que incrementen la produccion
de quimicos. Ya sea con muy simples o0 muy complejas estructuras. Los procesos de
intensificacion consisten en el desarrollo de nuevos aparatos y técnicas que,
comparadas con aquellas usadas hoy en dia, lleven a la mejora dramatica en
manufactura y proceso, reduciendo substancialmente el tamafio de
equipo/produccion en relacién a la capacidad de produccién, consumo de energia,
gasto de produccion, y resultando finalmente en técnicas baratas y sustentables tales
como la catalisis, que es invariablemente una parte integral del conocimiento de
ingenieria basica que ha logrado la produccidon de grandes volumenes de quimicos
los cuales son a menudo relativamente simples en estructura. Una manera comun de
aumentar las velocidades de reaccién es aumentando el conocimiento Iltransfiriendo
en ocasiones técnicas de laboratorio a la produccion industrial. Esta tecnologia
puede ser quimica y de ingenieria. La tecnologia de microondas se explora para las

velocidades de reaccion y/o rendimientos y/o potenciar la selectividad.
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2.5.1 Las microondas

El término “microondas” (microwave, MW) denota la técnica, conceptos usados y un
rango de frecuencias. Las microondas viajan de la misma manera que las ondas de
luz; son reflejadas por objetos metalicos, absorbidas por algunos materiales
dieléctricos y transmitidas sin una absorcidén significante por otros materiales
dieléctricos. La irradiacion por microondas es una introduccion rapida de energia en
un sistema quimico de una manera diferente de los métodos tradicionales de
calentamiento. La absorcion de MW por los materiales esta principalmente asociada
con las interacciones electromagnéticas las cuales son especificas para las
moléculas polares (dipolos) y tienen un incremento importante cuando la polaridad
del material aumenta. Sélo las moléculas polares absorben selectivamente la energia

de microondas, las moléculas no polares son inertes a la pérdida dieléctrica de MW.

La irradiacién de microondas (MW) consiste en ondas electromagnéticas en el rango
de 0.3 a 300GHz (es decir longitud de onda de 1 cm a 1 m) todos los equipos

estandar operan en una frecuencia de v = 2.45 GHz para evitar interferencias de

radio y radar.

e 006000

Ondasde Luz inf : isibl Luz Rayos Rayos
radio  Microondas uzinirarroja  VISIDI€ iravipleta X gamma

10" 10° 10° 10 10° 10°
‘mas larga lonc
1 Giga Hz 1 Tera Hz

107 10* 10" 10—-10

frecuencia (Hertzios)

Figura 4. Espectro electromagnético.
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Se han hecho comparaciones entre el método convencional de calentamiento y la

irradiacion de microondas para la sintesis de derivados de bencimidazol, justificados
en el hecho de que muchos de los métodos reportados se encuentran varios
inconvenientes, incluyendo bajos rendimientos, tiempos de reaccion prolongados, el
uso de agentes caros, procedimientos tediosos que involucran mas de un paso en
sus sintesis y la ocurrencia de una serie de reacciones laterales. Con el uso de un
reagente de bajo costo, tiempos de reaccidon cortos y un perfil de reaccion mas
limpio, se consiguen procesos atractivos para la sintesis rapida de compuestos

bencimidazolicos y bis-bencimidazolicos de interés bioldgico.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una alternativa inmediata para el control de las enfermedades parasitarias es el
tratamiento quimioterapéutico. Desafortunadamente, aunque se dispone de
farmacos eficaces, estos farmacos muestran desventajas significativas, tales
como: toxicidad, mala absorcién, y existencia de cepas resistentes a ellos. Por lo
cual es hace indispensable continuar con la busqueda de nuevas moléculas con

actividad antiparasitaria.

En nuestro grupo de investigacion se ha disefiado, mediante la metodologia
computacional Docking, una serie de moléculas como potenciales inhibidores de la
enzima triosafosfatoisomerasa de la E. histolytica, las cuales van dirigidas hacia
un blanco especifico. Una vez que se han propuesto las moléculas, resulta
imprescindible su sintesis, caracterizacion y evaluacion in vitro para con esto

conocer sus actividades reales y validar el disefio computacional.

Algunos bencimidazoles han demostrado actividad inhibitoria sobre la EhTIM y se
supone que una forma de inhibir su actividad es evitando que los dos monémeros
de la enzima se unan para llevar a cabo su actividad catalitica. También que la
cavidad de unién o interfaz de la EhTIM tiene una longitud de casi el doble de los
compuestos bencimidazolicos que han mostrado actividad sobre dicha enzima, de
ahi que se disefiaron moléculas bis-bencimidazolicas como posibles inhibidores de

la enzima (Tabla 2).
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Por otro lado, histéricamente los bencimidazoles han mostrado actividad

antihelmintica; pero en los ultimos afios se les ha encontrado que también son

potentes antiprotozoarios, por ejemplo: son efectivos contra G. intestinalis, T.

vaginalis y T. cruzi.

Con estas premisas en mente surge el siguiente planteamiento:

¢ Es posible que la asociacion de dos bencimidazoles unidos a través de un enlace

carboxamida genere una molécula capaz de inhibir la actividad de la EhTIM?

¢Las nuevas moléculas tendran una mejor actividad inhibitoria de la EhTIM que

aquellas que sirvieron para su disefio?

¢ Estos hibridos de bencimidazol tendran actividad antiparasitaria in vitro sobre

otro protozoario ademas de la E. histolytica?
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4. HIPOTESIS

Los compuestos bisbencimidazélicos serdn capaces de inhibir la actividad de la
EhTIM ademas de presentar una mejor actividad inhibitoria experimental sobre E.

histolytica que aquellas que formaron la base para el disefio virtual (Tabla 1).

Estos compuestos seran activos contra otros protozoarios (G. lamblia y T.

vaginalis) pero seran més potentes contra E. histolytica.
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5. OBJETIVO

Sintetizar dos nuevas carboxamidas hibridas bisbencimidazdlicas disefiadas por
docking y evaluar su actividad antiparasitaria in vitro contra E. histolytica y otros

protozoarios de interés clinico.

5.1 Objetivos Particulares

@ Sintetizar las carboxamidas bisbencimidazdlicas: N-[6-cloro-5-(2,3-
diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (B2-14) y N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-
il]-2-(metiltiol)-1H-bencimidazol -5-carboxamida (B1-21)

@ Determinar las constantes fisicas de Pf, Rf y rendimientos de los
compuestos sintetizados.

@ Caracterizar los compuestos  sintetizados  mediante  métodos
espectroscépicos (RMN, IR) y espectrométricos (Masas).

@ Suministrar los compuestos sintetizados para la evaluacion de la actividad
inhibitoria de la enzima triosafosfatoisomerasa de E. histolytica y de otros
protozoarios como T. cruzi, T. brucei, Leishmania spp.; ademas de la TIM
de Humano.

@ Suministrar los compuestos sintetizados para evaluar su actividad
antiparasitaria in vitro contra Entamoeba histolytica, asi como contra otros
protozoarios (Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis).

@ Realizar el analisis de los resultados de las evaluaciones biolégicas.
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6. METODOLOGIA

El Desarrollo del trabajo realizado en esta tesis se divide en dos partes, la quimica

y la biolégica. A continuacion se describe cada una de estas partes.

6.1 PARTE QUIMICA

En esta seccidn se describen las rutas sintéticas seguidas para obtener los
compuestos B2-14 y B1-21. Este trabajo se realiz6 en la Facultad de Quimica,
Departamento de Farmacia, laboratorio L-122 del edificio E, UNAM, bajo la

asesoria de la M. en C Alicia Hernandez Campos.

Las metodologias involucradas para la preparacion de cada uno de los
intermediarios y productos finales, asi como la comprobacion estructural realizada

por métodos espectroscopicos, se presentan en el Anexo A.

6.1.1 Secuencia de sintesis para la preparacion de las dos carboxamidas

bencimidazoélicas B2-14y B1-21

La sintesis de las carboxamidas B2-14 y B1-21 se dividi6 en cuatro partes.
Primero se obtuvo la amina 6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-amina
(12) como se muestra en el Esquema 4 que se utiliz6 como precursor comun para
lo dos carboxamidas finales. En la segunda y tercera etapa, se prepararon los

acidos 7y 19 (Esquema 5y Esquema 7) respectivamente. Finalmente, en la
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cuarta etapa se realizd el acoplamiento de los acidos 7 y 19 con la amina 12

(Esquema 8).

6.1.1.1 Sintesis del precursor 6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-

2-amina (12)

Para la preparacion de la amina bencimidazolica 12 se partié de la N-(4,5-dicloro-
2-nitrofenil) acetamida (8), sintetizada por nuestro grupo de investigacion, la cual
se sometid a hidrdlisis en metanol caliente con KOH para generar la 4,5-dicloro-2-

nitroanilina (9).

Posteriormente, 9 se sometio a una reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica
con 2,3-diclorofenol y K,CO3; en DMF a reflujo para generar la 4-cloro-5-(2,3-
diclorofenoxi)-2-nitroanilina (10); el éter se sometié a una reduccion catalitica,
de su grupo nitro, con H;, y Ni-Raney para dar la 4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1,2-
fenilendiamina (11). La ciclocondensacién de 11 con BrCN en MeOH y sosa
generd el 6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-amina (12). (Esquema

4).
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cl
Cl NH -0 Cl NH, Cl o) NH,
\f a b
CH >
al NOy ° cl NO, cl NO,
8 9
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cl cl
cl o N d cl o NH,
o < O
cl u cl NH,
12

11

(a) NaOH/MeOH;(b)2,3-diclorofenol, DMF,K,CO4;(c) H,, Ni-Raney, EtOH (d)BrCN,
NaOH/H,0, Calor.

Esquema 4. Secuencia sintética para obtener el intermediario 12

6.1.1.2 Sintesis del precursor Acido 1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-

carboxilico (7)

Para obtener el 4cido 7 se siguid la ruta de reaccion ilustrada en el Esquema 5,
se partié del acido-4-cloro-3-nitrobenzdico (1) comercial, el cual inicialmente se
esterificd con sulfato de dimetilo en medio béasico para dar el 4-cloro-3-
nitrobenzoato de metilo (2). Posteriormente 2 se sometid a una reaccion de
sustitucién nucleofilica aromatica con clorhidrato de metilamina y carbonato de
potasio a 130 °C en un reactor cerrado, para dar el 4-(metilamino)-3-nitrobenzoato
de metilo (3). ElI compuesto 3 se sometié posteriormente a una hidrogenacion
catalitica a temperatura ambiente generando el 3-amino-4-(N-metilamino)
benzoato de metilo (4). Enseguida 4 se tratd inmediatamente con disulfuro de
carbono en medio basico, para llevar a cabo la ciclocondensacion, resultando asi

la formacién del 1-metil-2-tiol-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (5). El

31



6. METODOLOGIA

compuesto 5 se hizo reaccionar con CHsl y KOH acuoso en acetona para dar

como producto el 1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (6).
Por ultimo se llevo a cabo la hidrolisis del éster en metanol con potasa dando la
sal del Acido 1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (7), el tratamiento

con HCI finalmente genero el solido.

(0] o) o
NO, a NO, b NO, c NH,
Ho}k@[ _— Hsco)ﬁ H"HCO HH_Q,CO
Cl cl
1 2 3

d
o 0 0
HO N f H3CO ’\\' e HaCO ’{
\>_SCH3 - >—SCH3 S >—SH
! { |
CHg 6 CHs CH,
7

(8)NaHCO,, (CH,),S0,, H,0, DMF; (b)CH,NH,, HCI, K,COy; (c)H,, PdIC 5%; (d)CS, KOH/EtOH;
(€)ICH;, KOH / MeOH; (f)KOH / MeOH.

Esquema 5. Secuencia sintética para obtener el intermediario 7.

A continuacion se muestra un método alterno para la obtencién del intermediario
3. En el laboratorio se contaba con 4-[acetil(metil)amino]-3-nitrobenzoato de metilo
(22), para aprovechar este solido e integrarlo a la ruta sintética de 7, se le realiz6
la hidrdlisis acida de 22. Con acido sulfarico permite la obtencion del compuesto 3

esperado (Esquema 6).
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O O
NO NO,
H,CO on,  _MeOHM,SOs_ 1 co
e W
CH, CHy

22

Esquema 6. Obtencién de 3 a partir de la hidrdlisis de 22.

6.1.1.3 Sintesis del precursor Acido 2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-

carboxilico (19)

La secuencia seguida para la preparacion del &cido 19 se muestra en el Esquema
7. Se inici6 del 4-amino-3-nitrobenzoato de metilo (15) el cual se sometié a una
hidrogenacion catalitica a temperatura ambiente generando el 3,4-
diaminobenzoato de metilo (16); éste se tratd inmediatamente con disulfuro de
carbono en medio basico dando como resultado la formacion de 2-mercapto-1H-
bencimidazol-5-carboxilato de metilo (17) que se tratoé con 1 equivalente de yoduro
de metilo en medio basico a una temperatura entre 20 y 25 °C para metilar el
azufre y obtener el compuesto 18. Este Ultimo se sometio a la hidrélisis basica del

éster para dar el acido bencimidazélico (19).
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0 o| o
NO NH, N
H5CO 2 a H3CO b H3CO \
_— - s SH
N
NH, NH, H
15 16 17

N

HO N\ d HaCO N
>—SCH3 - >—SCH3
N

N
H H
19 18

(a)H,, Ni-Raney, MeOH / AcOEt; (b)CS,, EtOH, H,O, KOH;(c) ICH,/KOH,
EtOH; (d)KOH / MeOH

Esquema 7. Secuencia sintética para obtener el intermediario 19

6.1.1.4 Acoplamiento de los precursores para la obtencion de las

carboxamidas B2-14y B1-21

El Esquema 6 muestra la Ultima etapa de sintesis los acidos 7 y 19 se hicieron
reaccionar, por separado, con 1,1-carbonildiimidazol (CDI) bajo condiciones
anhidras en DMF para dar lugar a la formacion del intermediario reactivo 20; éste,
sin aislar, se hizo reaccionar con la amina 12 con calentamiento dando finalmente

las carboxamidas B2-14y B1-21.
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o

|

HO N CDI /\N N
\ s W \
N>—SCH 3 N\;/ N>—SCH 3

\ \
R
7: R= CH,

19: R=H

R
|
Cl 0. N
1.'\(5/ N 2
]@% (12)
2.- calor*
N
i o T
N\

(¢]] (0] N
-4 ™

N

Cl H

14-B2: R=H

SCH4

21-B1: R=CH,

Esquema 8. Secuencia sintética para obtener los compuestos B2-14 y B1-21

* El calor fue suministrado por microondas o bafio de aceite.

6.2 PARTE BIOLOGICA

La evaluacion biologica del compuesto sintetizado frente al protozoario E.
histolytica se realizé en el Hospital de Pediatria, Unidad de Investigacion Médica
en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, Centro Médico Siglo XXI del IMSS,
bajo la supervision de la Dra. Lilian Yépez Mulia.

Uno de los propdsitos del presente trabajo de investigacion fue la evaluacion de
los compuestos sintetizados frente al protozoario Entamoeba histolytica y frente a
la enzima TIM de E. histolytica; sin embargo, la falta de disponibilidad de la enzima
de este protozoario para los ensayos nos hizo realizar las pruebas en otra enzima

similar y las metodologias se describen a continuacion.
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6.2.1 Prueba de susceptibilidad in vitro para protozoarios

Para evaluacion de la actividad antiprotozoaria se emple6 el método de
subcultivos, previamente estandarizado. Se incubaron 4x10° trofozoitos de G.
intestinalis , E. histolytica y T. vaginalis por 48 horas a 37 °C, en tubos con
concentraciones crecientes de la carboxamida correspondiente (0.005, 0.010,
0.050, 0.100, 0.500 pg/ml), utilizando como compuestos de referencia albendazol,
nitazoxanida y metronidazol, para el control negativo se emplearon trofozoitos en
medio libre de farmacos empleando DMSO. Los experimentos se efectuaron dos
veces por triplicado. Se inocularon 50uL de los trofozoitos tratados en medio
fresco sin compuestos y se incubaron por 48h méas. El nimero final de trofozoitos
se determiné en un hemocitbmetro. Se calculd el porcentaje de inhibicion de
crecimiento en comparacion con el control y posteriormente, mediante andlisis
Probit, se calcul6 la Clsgp que correspondid a la concentracion que inhibié el

crecimiento del 50% de los trofozoitos

6.2.2 Prueba de susceptibilidad in vitro para las TIM de Leishmania sp.,

T. bruceiy T. cruzi

Se empled el método de cuantificacion de NADH, previamente estandarizado. Se
incubd la Triosafosfato isomerasa a una concentracion de 5 mg/mL en 1 mL de
Medio 1% por dos horas a 36°C. Para el control negativo se empleé la TIM en

medio libre de inhibidores.**

36



6. METODOLOGIA

Después de la incubaciéon se tomé una muestra de 1 mL de la solucion anterior y

se adicion6 a 1 mL del medio de reaccién para ensayo de actividad (Medio 2°). Se
cuantifico la disminucion de absorbancia en la celda de reaccion a 340 nm en un
espectrofotometro marca Hewlett-Packard equipado con termostato a 25°C.

Finalmente, se calculé el porcentaje de inhibicién en comparacion con el control.®

4 Medio 1. Trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM, 200 mg del compuesto a evaluar, pH=7.4.
® Medio 2. Trietanolamina 100 mM, EDTA 10 mM, NADH 0.2 mM, Gliceraldehido-3-fosfato 1 mM y

0.9 unidades de a-glicerol fosfato deshidrogenasa, pH = 7.4.%°
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Resultados de la Parte Quimica

Las constantes fisicas punto de fusién y Rf asi como los rendimientos obtenidos

para los compuestos finales sintetizados se muestran en la Tabla 4. Los mismos

parametros para los compuestos intermediarios se muestran en la Tabla 5.

7.1.1 Propiedades fisicas de los compuestos finales

Tabla 4. Propiedades fisicas de los precursores y compuestos finales

Compuesto Pf (°C) Rf Sistema de Rendimiento
P (Sistema?) Cristalizado Cristalizado
7 287.8-288.9 0.35 (Il) DMF:MeOH | -

0.40 i 0
12 183.6-185.6 (VI+NH,OH) Tolueno:EtOH 73.95%
19 304.7-310.4 0.10 (II) EtOH:Agua 41.10%
b Lavado con o
B2-14 300.4-301.1 0.43 (IX) MeOH 37.48%
c Lavado con o
B2-14 289.3-290.9 0.42 (1X) EtOH 18.9%
c Lavado con o
B1-21 268.7-271.54 0.38 (IX) EtOH 84%
b Lavado con o
B1-21 274.1-274.9 0.37 (IX) EtOH 25.6%

@ Los sistemas de elucién se pueden consultar en el Anexo AP Sintesis con calentamiento
convencional.
° Preparacion con calentamiento en horno de microondas.
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Tabla 5.Propiedades fisicas de los compuestos intermediarios obtenidos

Compuesto Rf Recristalizado Rendimiento
(Sistema®) de Cristalizado
2 81.1-81.7 0.37 (VII) MeOH 34.66 %
3 144.5-145.6 0.47 (I+AcOH) Glima/agua 72.83 %
4 -—- 0.40 (1) -—-
5 254.2-255.4 0.43 (1) EtOH/DMF10% 39.57 %
6 121.8-122.3 0.33 (VIII) MeOH/Agua 84.62 %
9 178.8-179.2 0.47 (VII) CH;COOH 72.66 %
10 149.6-151.4 0.65 (1) Tolueno 47.47 %
11 --- 0.30 (1) --—-
13 --—- 0.60 (1X) --—-
16 --—- 0.17 (1) -—-
17 Se 0.30 (I EtOH:DMF 70.39 %
descompone
a 263.4
18 87.7-87.8 0.19 (1) EtOH:Agua 47.46 %
19 304.7-310.4 0.10 (1) EtOH:Agua 41.10 %
20 0.34 (1X)

@ Los sistemas de elucion se pueden consultar en el Anexo A.

7.1.2 Obtencion del Acido 1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico

(7)

La obtencidon del acido 1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (7)
comenzd con la preparacion del éster 4-cloro-3-nitrobenzoato de metilo (2),
como se muestra en el esquema de reaccion 5, mediante una reaccién de
sustitucion nucleofilica bimolecular entre el sulfato de dimetilo y el acido 4-
cloro-3-nitrobenzdico (1) en medio basico. Esta reaccién se realiz6 en tres
medios de composicion diferentes, Tabla 6. Dando un mejor rendimiento y un
producto mas limpio el método C. En esta reaccion se obtuvo un rendimiento de
94.24% de un producto que crudo mostré una sola mancha por analisis en CCF

analitica.
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Tabla 6. Variantes para la reaccion de esterificacion del acido-4-cloro-3-
nitrobenzaico (1)

Materia ] 7 -

A Soélido blanco; una sola
1 15 (84:16 Agua:DMF) mancha en CCF 38.08
Pf 80.5-80.8
Sélido amarillo; 2 manchas
B en CCF, la principal con Rf
2 10 MF) 0.37 87.79

P.f. 81.1-81.7°C

C .
3 15 (39.2 :34.8: 26 Solido blanco 94.24

EtOH:Acetona:Agua) P.f. 80.2-82.0(50:50 Agua:D

El éster 2, sin tratamiento alguno, se someti®é a una reacciéon de sustitucién
nucleofilica aromatica en un reactor cerrado a 130 °C, en medio basico, usando
como disolvente DMF. De esta manera se obtuvo el 4-(N-metilamino)-3-
nitrobenzoato de metilo (3), un sdlido naranja con Pf de 144.5-145.6 °C. Otra
manera por la cual se obtuvo el compuesto 3 fue por una hidrdlisis acida
metandlica del 4-[acetil(metil)amino]-3-nitrobenzoato de metilo (22). En su
espectro de RMN 'H (Espectro 1) se observo una sefial doble a 3.08 ppm que
integré6 para tres protones y que se asigné al grupo metilo de la amina
secundaria. El intercambio con éxido de deuterio (D20) provocé la simplificacion
de la sefal, lo que indico que existia un acoplamiento del grupo metilo con el
protén de la amina. A 3.90 ppm se observo una sefial simple que integré para
tres protones y que corresponde al grupo metilo del éster aromatico. La sefal
amplia a 8.34 ppm desaparecio en el intercambio con D20 por lo que se asigno
al protén de la amina. Por otra parte, en su espectro de masas (Espectro 2) el

pico a m/z= 210 (35 % ab. rel.) corresponde al M* y peso molecular de la férmula
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condensada CgH1oN2Os y que estd en concordancia con la estructura del
compuesto esperado. La pérdida del fragmento M*-31, m/z=179, corresponde al
grupo —OCH3 del éster metilico. El espectro de IR (Espectro 3) mostrd las
bandas caracteristicas para la amina secundaria (Ar-NH-CH3) en 3367 y 1225
cm™, para el grupo éster (-COOCHs;) en 1709y 1176 cm™ y para el grupo nitro (-

NO,) en 1564 y 1322 cm™.

El siguiente paso fue la reduccion catalitica del grupo nitro dando origen a la
diamina correspondiente (4). Inmediatamente 4, sin tratamiento posterior, se
sometié a una reaccién de ciclocondensacion con disulfuro de carbono en medio
basico, tomando en cuenta que la formacion del xantato de etilo se realizé en el
mismo medio de reaccidén. Una temperatura al rededor de 65 °C y un pH de 9
fueron importantes para evitar hidrélisis del éster y permitir la formacion del 1-

metil-2-mercapto-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (5).

La metilacién del tiol 5 con 1.2 equivalentes de yoduro de metilo en medio
basico, a temperatura ambiente, dio origen al compuesto 2-metiltio-1H-
bencimidazol-5-carboxilato de metilo 6, al cual se le realizdé una hidrdlisis basica
a 60 °C para la obtencion del acido precursor 7. Las caracteristicas fisicas y
espectroscopicas fueron concordantes con las ya reportadas por nuestro

grupo.?
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7.1.3 Obtencién de la 6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-

amina (12)

Para la obtencién de la amina precursora 12, se comenzo con la preparacion de
la 4,5-dicloro-2-nitroanilina (9) a partir de la hidrolisis basica de la
correspondiente acetamida 8 con la cual se contaba en el laboratorio; 9 se
obtuvo sin problema dando cristales amarillos cuyo pf y Rf coincidieron con los
reportados.?® La siguiente reaccion fue una sustitucion nucleofilica aromatica
entre el 2,3-diclorofenol y la 4,5-dicloro-2-nitroanilina (9) en medio alcalino con
DMF como disolvente. El éter 10 se obtuvo con un rendimiento moderado
(47.47%) debido a que el producto se encontré contaminado con un compuesto
menos polar que se logré eliminar por lavados con metanol. La reduccion del
grupo nitro de 10 se realizd por hidrogenaciéon catalitica utilizando Ni-Raney
como catalizador y posteriormente la ciclacion de la diamina 11 con bromuro de
cianogeno permitio la obtencidn del compuesto precursor (12). El tratamiento de
la reaccion con agua y sosa aseguro la descomposicion del BrCN residual, asi
como la neutralizacién del cianuro de hidrégeno formado y la precipitacion del
producto en forma de un sdlido resinoso dificil de manejar. El producto pudo
aislarse de la suspension por extraccion con AcOEt. El producto crudo se

recristalizd de Tolueno-EtOH.

La estructura de la amina bencimidazdlica 12 se comprobd por el analisis de sus

espectros. En su espectro de RMN 'H (Espectro 4) se observaron dos sefales
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amplias a 10.81 y 1.91 ppm que integraron para uno y dos protones
respectivamente. El intercambio con D,O provocéd la desaparicion de las
sefales, lo que indicd que los protones pertenecian al NH en la posicién uno y al
NH, de la posicion dos del anillo de bencimidazol. Los hidrogenos de las
posiciones 4 y 7 del anillo de bencimidazol aparecieron como dos sefales
simples a 6.43 y 6.97 ppm, respectivamente. Las sefales dd a 6.58, ta 7.24, y
dd a 7.32 ppm, que integraron para 1H cada una, se asignaron a los tres
hidrogenos del sustituyente 2,3-diclorofenoxi. Por otra parte, en su espectro de
masas (Espectro 5), en la modalidad FAB®, el pico a m/z = 328 (100% ab. rel.)
correspondid al M*+1 que esta en concordancia con la masa del compuesto
esperado. Ademas, se observd la contribucion isotépica de los cloros de la
molécula con los picos a m/z = 330 (95% ab. rel.), m/z = 332 (35% ab. rel.) y
m/z = 334 (3% ab. rel.). El espectro de IR (Espectro 6) mostrdé una banda ancha
en 3064 cm™ que fue asignada a la amina primaria en la posicién dos del anillo
de bencimidazol (Ar-NH;) y al NH del anillo de imidazol, también se observaron
bandas caracteristicas de C=C y C=N de moléculas aromaticas entre 1697 y

1424 cm™; y la presencia del éter a 1224 cm™.

7.1.4 Obtencion del Acido 2-metiltiol-1H-bencimidazol-5-carboxilico (19)

La sintesis del compuesto 19 comenz6 con la hidrogenacion catalitica del 4-

amino-3-nitrobenzoato de metilo (15) el cual se redujo cataliticamente para dar

lugar a la formacion del 3,4-diaminobenzoato de metilo (16) que se sometio
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posteriormente a la ciclacion con CS; en medio alcalino y etanol; luego se realiz6
la S-metilacion y posteriormente la hidrélisis basica del éster que produjo el
acido carboxilico 19 sin mayor problema tal como se realizé en la secuencia para
la obtencion del acido 7. Las caracteristicas fisicas y espectroscopicas fueron

concordantes con las ya reportadas por nuestro grupo.?®

7.1.5 Obtencion de las carboxamidas:
N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-1-metil-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (B2-14) y
N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-2-metiltiol-1H-

bencimidazol-5-carboxamida (B1-21)

Las amidas hibridas finales (Figura 5) se obtuvieron en dos pasos, primero se
activaron los acidos carboxilicos correspondientes 7 6 19 (para la sintesis de B2-
14 y B1-21 respectivamente) mediante el uso del agente acoplante CDI y sin
aislar el imidazélido interemediario, se procedio a la reaccion de sutitucion
nucleofilica. El imidazdlido se formé en un tiempo corto de 2 h a 60 °C en DMF;
la formacion del intermediario se detecté por CCF, observandose bajo luz UV de
onda corta una mancha principal azul brillante y 3 productos de menor polaridad
en baja proporcién. Una vez formado el intermediario se agregd a la mezcla de
reaccion anterior la amina precursora 12. Para lograr la reaccion de sustitucion
entre el acido activado y la amina presentes en el medio se requirid proveer de

energia al sistema, ésta fue suministrada mediante calentamiento en bafo de

44



7. RESULTADOS Y DISCUSION

aceite por dos dias y medio o, como una alternativa rapida, 15 minutos en
microondas con IR de 140 °C. Los sélidos de los hibridos obtenidos fueron poco
solubles en la mayoria de los disolventes organicos; incluso el hibrido B2-14
precipitd en el medio de reaccién por lo que los compuestos se purificaron por
lavados sucesivos con diferentes disolventes y no por recristalizacion. Cabe
sefalar que cuando la reaccidon se hizo por calentamiento con microondas se
obtuvieron productos muy contaminados y por tanto mas dificiles de trabajar. Los
compuestos obtenidos por calentamiento convencional contenian menos
impurezas, lo que se reflejo en el estrecho rango de temperaturas en que

fundieron y en que los valores fueron mas altos.

Cl

20 14 H

Figura 5. Numeraciéon de los carbonos de los compuestos: N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-
bencimidazol-2-il]-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (B2-14) y N-[6-cloro-5-
(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (B1-21)
asignada arbitrariamente.

El espectro de RMN 'H de B2-14 (Figura 6, Espectro 7) mostré dos sefiales
simples que integraron para 3H cada una en 2.77 ppm y 3.74 ppm
correspondientes a los dos grupos CHjz unidos a S y N, respectivamente;

ademas de dos sefales simples que intercambiaron con D,O en 12.59 y 12.08

ppm que fueron asignados a los NH del bencimidazol y la amida; la parte
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aromatica en total integré para 8H y fue congruente con las sefales y
multiplicidad esperadas. En el espectro de RMN '*C (Espectro 9) se observaron
dos senales a 14.59 y 30.51 ppm que se asiganaron a los metilos SCHz y NCH3
respectivamente; la del carbono del carbonilo en 167.22 ppm. El espectro de
masas (Espectro 10), en su modalidad FAB™, mostré en m/z = 532 (3% Ab. rel.)
el peso concordante con la masa molecular esperada +1; también se observo la
contribucion isotopica de los tres cloros en m/z = 534, 536 y 538 con las
abundancias relativas correspondientes. El espectro IR de B2-14 (Espectro 11)
mostrd bandas en 3336, 1669 y 1564 cm-' caracteristicas de una amida
secundaria (-CONH-) ademas dos bandas en 2930 y 1449 cm’
correspondientes a los metilos (-CHs), la banda presente en 1255 cm™ fue

asignada al enlace éter (-C-O-C-).
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Figura 6. Espectro de RMN 'H de B2-14.
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El espectro de RMN 'H de B1-21 (Figura 7, Espectro 15) mostré una sefial en
2.73 ppm correspondiente al CH3 unido al S, ademas de dos sefales amplias
que integran para 3H en 12.91y 12.43 ppm que fueron asignados a los NH de
los dos nucleos de bencimidazol y al NH de la amida. Estas sefales
desaparecieron con D,0O. La resoluciéon de las sefales en la zona de los
aromaticos (6.71-8.27 ppm) mejoré en el espectro de intercambio con D,O
(Espectro 16) lo que permitid la asignacion adecuada de las sefiales siendo
concordantes en multiplicidad e integrales con lo esperado. En el espectro de
RMN *C (Espectro 17) se observo la sefial a 14.18 ppm que correspondio al
carbono del SCH3y el carbono del carbonilo aparecié a 167.43 ppm. El Espectro
de masas (Espectro 18), en su modalidad FAB®, mostré un ion de m/z = 518
(14% Ab. rel.) concordante con la masa molecular esperada +1; ademas de las
correspondientes contribuciones isotopicas para los tres cloros a m/z = 520 y
522. El espectro IR (Espectro 19) mostré bandas en 3345, 1686, 1572 cm
caracteristicas de una amida secundaria (-CONH-) ademas dos bandas en 2930,
1449 cm™ correspondientes a la parte alifatica de la molécula (-CHs); la banda

presente en 1250 cm™ fue asignada al enlace éter (-C-O-C-).

Cl
1 o
17
Cl 16012 10 N 3 4
18 \o 3 _N
NH 5 \
19 a B SCH3
cl 15N 1
20 14 H 6 2 >N
7 H

47



7. RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 7. Espectro de RMN 'H de B1-21.

7.1.6 Espectros de RMN *H en dos dimensiones

Para demostrar que el enlace amida se llevé a cabo entre el NH; en la posicién 2
de la molécula 12 y el acido carboxilico de 7 y 19 se realizaron una serie

experimentos de RMN en dos dimensiones.

Primeramente para confirmar los enlaces C-H presentes en las moléculas se
determinaron sus espectros en dos dimensiones HSQC. En este experimento
cada sefial representa la correlacion entre un hidrégeno y un carbono a un
enlace de distancia. Los espectros 12 y 20 del anexo B de esta tesis
corresponden a los HSQC de B2-14 y B1-21, respectivamente. Las
correlaciones observadas se muestran en las Tablas 7 y 8 asi como en las
Figuras 8 y 9. Con esta informacion se pudo realizar la asignacion de las

sefiales de 'H y "*C para ambas moléculas.
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Tabla 7. Desplazamientos en ppm de Hy C en los experimentos de HSQC para
la molécula B2-14

~ NGmero | Desplazamiento  Desplazamiento |
de H del H del C

4 8.35 118.16
6 8.03 122.23
7 7.64 109.47
19 7.37 124.53
20 7.28 129.00
21 6.71 115.44

) iy y

100
105
{7.62,109.48
s 7 110
6.69,115.45
{8.35,118.17} { S e
; 4 35118, 21 N
A— &
. 8.01,122.23 120 =
{ L:» 19
6 {7.37,124.5359
_j 125
{7.28,129.01
g 20 k130

135

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

85 84 83 82 81 80 79 78 77 75 74
f2 (ppm)

Figura 8. Correlaciones observadas en la zona aromatica del experimento HSQC para la
molécula B2-14.

Tabla 8. Desplazamientos en ppm de *Hy **C en los experimentos de HSQC
para la molécula B1-21
NGmero | Desplazamiento  Desplazamiento

de H del H del C
4 8.28 118.16
6 7.94 122.23
7 7.56 109.47
19 7.38 124.53
20 7.28 129.00
21 6.71 115.44
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B
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Figura 9. Correlaciones observadas en la zona aromatica del experimento HSQC para la
molécula B1-21.

f1 (ppm)

También se realizaron los experimentos en dos dimensiones HMBC (Espectros

13y 21), en estos espectros cada sefal correlaciona hidrégenos con carbonos a

dos, tres y hasta cinco enlaces de distancia con constantes de acoplamiento (J)

de 2 a 15 Hz. Las correlaciones que se encontraron para B2-14 y B1-21 se

muestran en las Tablas 9 y 10, respectivamente.

Tabla 9. Correlaciones observadas en el espectro HMBC de B2-14

Carbono al que Desplazamiento Carbono con el Desplazamiento
esta unido el H del H (ppm) gue correlaciona del C (ppm)
6 122.09
4 8.35 2 140.19
8 167.10
4 118.15
6 8.03 2 140.20
8 167.10
365 125.96
! 7.64 365 142.62
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Figura 8. Correlaciones observadas en la zona aromética del espectro HMBC para la molécula

B2-14.

Tabla 10. Correlaciones observadas en el espectro HMBC B1-21

10, 15,126 13 117.99

10, 15,120 13 144.48
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10, 15,126 13 117.99

4 770 10, 15,126 13 144.48
17 120.85

19 7.38 18 132.79
21 115.10

18 132.74

20 728 16 154.76
16 154.77

21 6.71 17 120.87
19 124.15

SCHs 2.73 1 154.43

D SN
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Figura 9. Experimento HMBC para la molécula B1-21.

Las correlaciones encontradas en los experimentos de HMBC y HSQC
permitieron hacer la asignacion de los desplazamientos en los espectros de

carbono.
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Por otro lado, las senales asignadas a C=0 no mostraron correlaciones

adicionales a las que se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11. Correlacion del Carbonilo con el H en C4 y el H en C6 observadas en

el HMBC
C=0, H con el que
Amida  desplazamiento correlaciona Sefiales de H con que correlaciona
en ppm

4 8.35 (d, 1H, Jm=1.49)
B2-14 167.10

6 8.03 (dd, 1H, Jo=8.51, Jm=1.57),
B1-21 168.66 4 7.96 (dd, 1H, H-6, Jo=8.46, Jm=0.95)

Las correlaciones encontradas para el carbonilo son las mismas que se esperan

para los acidos 7 y 19, precursores de B2-14y B1-21.

En el espectro del experimento NOESY de la amida B2-14 (Figura 10, Espectro
14) sélo se logré observar tres correlaciones de los hidrogenos en el espacio,
estas correlaciones son entre las posiciones 6y 7, NCH3z y 7 asi como entre 20 y

21.
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Figura 10. Zona aromatica del espectro NOESY para la molécula B2-14.
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En el experimento NOESY de B1-21 (Figura 11, Espectro 22) se encontraron

también tres correlaciones, esta fueron entre las posiciones 6 y 7, 19 y 20 asi

como 20 y 21. Es importante notar que en ambos espectros no se observo

ninguna correlacion espacial para las sefiales en 7.35 y 7.70 ppm

correspondientes a las posiciones 11 y 14, lo que permite pensar que el enlace

amida se formo con el NH; de la posicion 2 del precursor 12 y el acido

carboxilico 7 6 19.
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Figura 11. Zona aromatica del espectro NOESY para la molécula B1-21.

Otra evidencia con la que se cuenta para demostrar que el enlace amida se
realizd en la posicién 2 y no en la uno del compuesto 12 es la ausencia de una
sefial intercambiable con D,O que integrara para dos hidrégenos en RMN "H.
Ademas la estabilidad de la molécula en medios préticos tales como MeOH y
H,O corroboran la formacién de la amida con el nitrégeno de la posiciéon dos del
anillo bencimidazdlico, de haberse unido por el nitrdgeno uno, la amida seria

muy inestable.
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7.1.7 Constantes espectroscopicas y espectrométricas

En la Tabla 12 se presentan las constantes espectroscopicas (IR, RMN 'H) y

espectrométricas (EM) determinadas para los compuestos finales. Los espectros

citados se pueden consultar en el Anexo B.

Simbolos para RMN
J: constantes de acoplamiento

Para las senales observadas

s: simple, d: doble, dd: doble de doble, t: triple, c: cuadruple, m: multiple

compleja.

Simbolos para EM

m/z (masa carga), FAB® (Técnica de bombardeo rapido de atomos), CG

(cromatografia de gases), M" (i6n molecular).

Tabla 12. Constantes espectroscopicas (IR, RMN 'H) y espectrométricas (EM) de los

compuestos finales
COMPUESTO

SENALES

4-(N-metilamino)-3-nitrobenzoato de
metilo (3)
0]

3
H3CO
2
NH

! I

RMN "H Espectrol (CDCls, 400MHz, 3 ppm): 3.08 (d,
3H, -NCHj;, Jm=5.14Hz); 3.90 (s, 3H, -CO,CHs); 6.86 (d,
1H, H-1, Jo=9.04Hz); 8.08 (dd, 1H, H-2, Jm=1.92,
J0=9.01Hz); 8.34 (s, 1H, -NH-, Int. con D,0); 8.88 (d, 1H,
H-3, Jm=2.05Hz).

EM Espectro 2 IE/ID, m/z:211 (M, 35%).

IR Espectro 3 (Pastilla KBr) 3367, 1363 (Ar-NH-R);
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1709, 1176 (-COOCH;-); 1523 (-NO,); 2920 (-CHj).

6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-

bencimidazol-2-amina (12)

Cl
4
cl o N
O
11 13 al N
12 7 H

RMN "H Espectro 4 (DMSO-ds, 400 MHz, 5 ppm) 1.91
(s, 2H, -NH,, Int. con D,0); 6.43 (s, 1H, H-4); 6.58 (dd,
1H, H-13, Jm=1.36, J0=8.31); 6.97 (s, 1H, H-7); 7.24 (t,
1H, H-12, J=4.12); 7.32 (dd, 1H, H-11); 10.81 (sa, 1H,
NH,, Int. con D,0).

EM Espectro 5 FAB" m/z: 328 (M*+1, 100%).

IR Espectro 6 (Pastilla KBr) 3064 (Ar-NH,); 2749 (Ar-H);
1697(C=N);1447 (Ar-H); 1156, 1247 (C-O-C); 1017 (C-

cl).

N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-
bencimidazol-2-il]-1-metil-2-(metiltio)-
1H-bencimidazol-5-carboxamida (B2-

14)

|
C17 u o
cl 16O 12 10 __N 8 4
18
\:9 NH 3 N\
19 21 2 >*SCH3
cl 15N 1
20 14 H 6 2 N
7 \
CHj

RMN 'H Espectro 7 (DMSO-ds, 400 MHz, & ppm)
2.77(s, 3H, S-CH3), 3.74 (s, 3H, N-CH3), 6.71(d, 1H, H-
21, Jo=8.26), 7.28(t, 1H, H-20, Jo=8.23), 7.35(s, 1H, H-
11), 7.37(dd, 1H, H-19, Jo=8.09, Jm=1.06), 7.64(d, 1H,
H-7, Jo=8.53), 7.70 (s, 1H, H-14), 8.03(dd, 1H, H-6,
Jo=5.52, Jm=1.57), 8.35 (d, 1H, H-4, Jm=1.49), 12.08 (s,
1H, Int. con D,O;-NHCO-), 12.56 (s, 1H, Int. con D,0O;-
NH-).

RMN *C Espectro 9 (DMSO dg, 100MHz, 3 ppm) 14.59
(SCH3), 30.51 (NCHs), 109.66 (C-7), 115.65 (C-21),
118.35 (C-4), 121.37 (C-17), 122.44 (C-6), 124.70 (C-
19), 126.22 (C- 3 6 5), 129.20 (C-20), 133.29 (C-18),
140.41 (C-2),142.84 (C- 3 6 5), 144.98 (C-10), 149.75,
155.22 (C-16), 155.73, 167.22 (C-8).

EM Espectro 10 FAB" m/z: 532 (M*+1, 3%).

IR Espectro 11 (Pastilla KBr)

3336 1669 1564 (-CONH-); 2930 1449 (-CH,); 1255 (-O-

)-
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N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-
bencimidazol-2-il]-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida

(B1-21)

Cl
17 u o
Cl N6 -0~ 12 10 _N 8 4
18 9 3
| NHS \
19 a 2 »—SCHj
cl 15N 1
20 14 H 6 2 N
7

N
H

RMN "H Espectro 15, (DMSO-ds, 400 MHz, 5 ppm) 2.73
(s, 3H, -SCHj3); 6.71 (d, 1H, H-21, Jo=7.41); 7.28 (t, 1H,
H-20, Jo=7.66); 7.35 (m, 2H, H-11,H-11); 7.38 (d, 1H,
H19); 7.56 (d, 1H, H-7, J=8.4); 7.70 (s, 1H, H-14); 7.94
(d, 1H, H-6, Jo=6.44); 8.28 (dd, 1H, H-4, J=7.4); 12.44
(s, 2H, Int. con DO ;-NHCO-); 12.91 (s, 1H, Int. con

D,0; -NH-).

RMN *C Espectro 17 (DMSO ds, 100MHz, & ppm)
14.18 (SCHj3), 115.63 (C-21), 118.49 (C- 10, 12, 13 ¢
15), 121.32 (C-17), 122.45 (C-6), 124.65 (C-19), 126.00,
129.06 (C-20), 129.15, 131.98, 132.13 (C-18), 133 25,
144.95 (C-14), 149.74, 155.22 (C-1), 167.43 (C-8).

EM Espectro 18 FAB" m/z: 518 (M'+1, 14%).

IR Espectro 19 (Pastilla KBr)

3345, 1686, 1572 (-CONH-); 2930, 1449 (-CH,3); 1250 (-

0-); 1641, 912 (-NH,).

7.2 RESULTADOS DE LA PARTE BIOLOGICA

Los compuestos preparados en el presente trabajo tenian el propoésito de ser

evaluados frente a la EhTIM; sin embargo no fue posible debido a la falta de

disponibilidad de la enzima; no obstante, debido a que se tienen otras enzimas

TIM de otros protozoarios (Leishmania sp, Trypanosoma brucei y Trypanosoma

cruzi ) el ensayo de inhibicidon se realizé con las disponibles cuyos resultados

son también de mucho interés para eel disefio de antiprotozoarios. Por otro lado,

también se realizé el ensayo in vitro de las carboxamidas bisbencimidazdlicas
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frente a E. histolytica; adicionalmente se evalud la actividad biolégica con otros
protozoarios (Giardia. Intestinalis y Trichomonas vaginalis). Los estudios de

evaluacioén se discuten a continuacion.

7.2.1 Inhibicion de la Actividad Enzimatica de TIM

En la Tabla 13 se presentan las actividades enzimaticas residuales o
onservadas para las TIM de Leishmania sp, Trypanosoma brucei y Trypanosoma
cruzi después de evaluar su actividad con los compuestos B2-14 y B1-21.
Ambas amidas en general tuvieron poca o nula capacidad de inhibicién de la
actividad de las tres enzimas; de las dos, la mas activa fue la B2-14. La TIM de

T. cruzi fue la mas sensible a los compuestos.

Tabla 13. Porcentaje de actividad conservada para TIM

= o
Compuesto Actividad (%)

TIM Leishmania sp. TIM T. brucei TIM T. cruzi
B2-14 100 100 73
B1-21 100 100 78

7.2.2 Actividad Antiprotozoaria

En la Tabla 14 se presentan los valores de Clsy resultado de las pruebas de
susceptibilidad biolégica in vitro de los compuestos B2-14 y B1-21 comparados
con los farmacos ABZ, NTZ y MTZ utilizados para el tratamiento de las
protozoosis, frente a Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica y Trichomonas

vaginalis.
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E. histolytica

Metronidazol.

Tabla 14. Actividad antiprotozoaria in vitro frente a protozoarios de los
compuestos B2-14 y B1-21 asi como para Albendazol, Nitazoxanida y

G.intestinalis T. vaginalis
Cl
Cl O. N Ol
N
B2-14 ﬁ\% — 0.026 0.028 0.068
§ \
CHg
Cl
Cl O. N Y
N
B1-21 J@[;)—NH N— 0.019 0.046 0.104
H N
N
ABZ 56.6 0.037 1.592
NTZ 0.055 0.013 0.110
MTZ 0.350 1.226 0.216

Tabla 15. pClsg para los compuestos sintetizados y los de referencia frente a los tres protozoarios

OMDBUE pClsp °
E.histolytica G. intestinalis T.vaginalis

B2-14 7.59 7.55 717
B1-21 7.72 7.34 6.98
ABZ 4.25 7.43 5.80
NTZ 7.26 7.89 6.96
MTZ 6.46 5.91 6.67

Compuesto 1° 7.21

Compuesto 2 ° 5.86

Compuesto 3° 7.59

Compuesto 4 ° 6.38

Compuesto 5° 7.58

2 pClso: -log Clse (M); ° ver Tabla 1, marco tedrico.
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B E.histolytica B G. intestinalis B T.vaginalis

Grafica 1.Comparacion de las potencias presentadas para los tres protozoarios.

En la Gréafica 1 se puede observar que en lo que respecta a E. histolytica los dos
compuestos sintetizados, B2-14 Y B1-21, superan en potencia a los tres farmaco
de referencia; con respecto a la Nitazoxanida B2-14 y B1-21 son 2.1 y 2.9 veces
mas potentes, respectivamente. El compuesto B1-21 es el de mayor potencia.

En lo que respecta a G. intestinalis de los compuestos sintetizados en el
presente trabajo, B2-14 es el que mostr6 mejor actividad; no obstante la

Nitazoxanida es mas potente contra este parasito.

Para T.vaginalis, B2-14 fue mas potente que B1-21 y mejor que los farmacos de

referencia los valores de Clsp de B1-21 y NTZ son similares.
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Como resultado de estos ensayos se concluye que los dos compuestos,
carboxamidas bisbencimidazodlicas B2-14 Y B1-21, sintetizados en este trabajo
de tesis resultaron ser potentes amebicidas y tricomonicidas comparados con
los farmacos de eleccién. Ademas es importante resaltar que fueron mas activos

contra E. histolytica.

Con respecto a los resultados de actividad biologica, de B2-14 y B1-21,
comparados con los reportados para los compuestos que sirvieron como base
para el disefio (ver Tabla 1, marco tedrico), no podemos hacer comparaciones
con respecto a la capacidad inhibitoria de la EhTIM dado que no se realiz6 el
ensayo. Sin embargo, si podemos decir que el compuesto B2-14 fue igual de
potente, con pCls5,=7.59 (Tabla 12), que el mejor de la serie (compuesto 3) que
ademas es uno de los mas activos inhibiendo a la EhTIM; B1-21 fue mas potente
(pCls50=7.77) que los compuestos que sirvieron para el disefio, por lo que se
espera que estos nuevos compuestos tengan buen porcentaje de inhibicion

enzimatica.
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8. CONCLUSIONES

X/
L X4

0
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Se logré la sintesis de las dos carboxamidas bisbencimidazdlicas (B2-14 y
B1-21), por un método convergente en cantidad suficiente para su

evaluacion bioldgica

Como se planted en la hipotesis los nuevos compuestos sintetizados B2-14
y B1-21 fueron activos in vitro contra E. histolytica; B1-21 fue 1.3 veces
mas potente que B2-14, y mejor que los farmacos de referencia, resalta el

hecho de que éste fue 2.9 veces mas activo que la Nitazoxanida.

Al comparar la actividad de estos nuevos bencimidazoles, disefiados como
posibles inhibidores de la EhTIM con la reportada para los compuestos que
sirvieron como base del disefo, podemos decir que el compuesto B2-14
fue igual de potente, in vitro (con pClsp = 7.59 (Tabla 15); que el mejor de la
serie (compuesto 3, Tabla 1) base del disefio. B1-21 fue mas potente que

sus predecesores (pClso = 7.77).

A pesar de estos buenos resultados, no podemos hacer comparaciones con
respecto a la capacidad inhibitoria de la enzima EhTIM dado que no se
realizé el ensayo; se espera que estos nuevos compuestos, B2-14 Y B1-21,
presenten igual o mejor porcentaje de inhibicién que los compuestos mas
activos que les dieron lugar. De no ser asi sera necesario replantear el

disefo.
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8. CONCLUSIONES

La mayor potencia, in vitro, del compuesto B1-21 es congruente con el
mejor valor de AG de union con la EhTIM lo que sugiere que esta enzima
sea su posible diana o blanco farmacoldgico; sin embargo es necesario

realizar la prueba de inhibicidon enzimatica para comprobarlo.

Los nuevos compuestos sintetizados B2-14 y B1-21 también fueron activos
contra otros protozoarios como G.intestinalis y T. vaginalis; en ambos casos
B1-21 fue mas activo que B2-14, que ABZ y MTZ pero poco menos
potente que NTZ frente a G. Intestinales y mejor que ésta contra T.
vaginalis. Se concluye que B2-14 y B1-21 son compuestos con buen

potencial como amebicidas y trichomonicidas.

En cuanto a la sintesis de los compuestos finales el método de
calentamiento convencional fue el mejor en nuestras manos; sin embargo
fue posible la sintesis de las carboxamidas en microondas. Se tendran que
probar otras condiciones para obtener los productos mas limpios y con

mayor rendimiento.

El analisis de los experimentos de RMN 'H en una y dos dimensiones, la
ausencia de sefales en IR y RMN '"H de amina primaria asi como el peso
molecular, aunado a la estabilidad de las moléculas en medios préticos

comprueban la obtencién de las dos carboxamidas objetivo de este trabajo.
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8. CONCLUSIONES

La baja solubilidad de las moléculas en los disolventes comunes dificulté su
purificacion y la obtencion de los espectros. La purificacion de B2-14 se

facilité debido a que precipitd en el medio de reaccion (DMF).

Se logré mejorar la purificacion de la amina 12, intermediario clave para la
obtencion de los compuestos finales, obteniendo cristales con un buen

rendimiento y caracteristicas fisicas constantes.

Se adquirid el conocimiento para aplicar las herramientas de quimica
farmacéutica, asi como la experiencia en quimica organica para la
obtencion de nuevos compuestos de interés farmacéutico en el campo de la

parasitosis.
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10. PARTE EXPERIMENTAL

10.1 Instrumentacién

X/
L X4

X/
L X4

Las hidrogenaciones cataliticas se realizaron en un hidrogenador marca
Parr Modelo 3916EG con 60 Ib/in®> y 80 °C como capacidad maxima,
adaptado a un tanque de hidrogeno INFRA y como catalizadores Ni-Raney

marca Aldrich y Paladio sobre Carbono (Pd/C) marca Aldrich.

Los puntos de fusién (Pf) se determinaron en un aparato Buchi Modelo B-

540, utilizando capilares de vidrio.

La concentracion de las soluciones se llevaron a cabo en un rotaevaporador
marca Buchi Modelo R-144 con vacio generado con bomba de vacio marca

GAST modelo 0523-V4F y compresora VWR Scientific Modelo 1107.

Los espectros de masas (EM) cromatografia de gases-espectrometria de
masas (CG-EM), con ionizacion por impacto electronico (70 eV) y/o
bombardeo rapido de atomos (FAB®) en un aparato marca Jeol Modelo
JMS-SX102A. La simbologia utilizada es M+ = idbn molecular, m/z = relacion

masa/carga y p.b. = pico base.

Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotdmetro de
transformada de Fourier, marca Pekin EImer Modelo 1605, en pastilla de

bromuro de potasio. Las sefiales son reportadas en cm™,
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% Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN 'H y RMN™C asi

L)

como los experimentos bidimensionales determinaron en un equipo Varian
Modelo VRX-300 MHz utilizando como disolventes dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-ds), acetona deuterada (acetona-ds) y deuterocloroformo
(CDCI3). Como referencia interna se utilizé tetrametilsilano (TMS). Los
desplazamientos quimicos (&) se reportan en partes por millén (ppm). La
simbologia empleada son: s = singulete, d = doblete, sd = singulete doblete,

sa = singulete amplio, dd = doble de dobles, m = multiplete.

El avance de las reacciones y la pureza de los compuestos se analizd por
cromatografia en capa fina utilizando placas de vidrio cubiertas con gel de
silice 60, GF-254 (Merck). Los compuestos organicos fueron revelados con
luz ultravioleta (UV) y/o por exposicion a vapores de yodo. Los sistemas de

elucion utilizados fueron los siguientes:

10.2 Sistemas cromatograficos

SISTEMA COMPONENTES PROPORCION

I CHCI3:MeOH 99.5:0.5
Il CHCI3:MeOH 95:5
[l CHCI3:MeOH 98:2
v CHCI3:MeOH 90:10
\ CHCI3:MeOH 85:15
Vi CHCI3:MeOH 80:20
VI hexano: AcOEt 90:10
VI hexano:CHCI;:AcOEt 50:35:15
IX AcOEt:acetona 90:10
X hexano:AcOEt 50:50
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10.3 Métodos sintéticos
4-Cloro-3-nitrobenzoato de metilo (2)

ESTERIFICACION

O (o]
vo, 1.- NaHCO, vo,
HO 2.- (CO,),S0, HaCO
o DMF .
1 2
PM 201.564 PM 215.59054

Método A

En un matraz bola con tres bocas esmeriladas 24/40, adaptado con agitacidon
magnética, termometro, embudo de adicion, columna Vigreux en posicion de
reflujo y bafo de agua se suspendieron 15 g (74.4 mmoles) del acido 4-cloro-3-
nitrobenzoico en 25 mL de DMF y se adicionaron 12.5 g (149 mmoles) de NaHCO3;
(2 equivalentes) disueltos en 130 mL de agua; la mezcla se calentd entre 30-40 °C
por 30 min y se verifico que el pH de la mezcla estuviera basico (pH 8).
Posteriormente, se adicionaron lentamente 11.3 mL (119 mmoles) de sulfato de
dimetilo (1.6 equivalentes), la mezcla se calentd a 60-65 °C y se mantuvo asi con
agitacion hasta que la CCF mostr6 el consumo total del acido (5.5 h). Luego la
mezcla de reaccion se filtrd. El sélido residual se lavd con agua repetidas veces y
se dejo secar al aire. Se obtuvieron 6.11 g (38.08% de rendimiento) de un crudo
solido blanco cristalino con Pf = 80.5 - 80.8 °C; una sola mancha por CCF (Rf =

0.7, sistema ).
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Método B

En un matraz bola con tres bocas esmeriladas 24/40, adaptado con agitacién
magnética, termoémetro, embudo de adicién, columna Vigreux en posiciéon de
reflujo y bano de agua se disolvieron 10 g (49.6 mmoles) del acido 4-cloro-3-
nitrobenzoico (1) en 30mL de DMF a 40 °C. Después de la disolucion completa se
adicionaron 12.5 g (149 mmoles) de NaHCOs3; (2 equivalentes), 30 mL de agua y
gota a gota se adicionaron 7 mL (74 mmoles) de Sulfato de dimetilo (1.5
equivalentes). La mezcla de reaccion se calenté entre 60-70° C durante 1.5 h.
Pasado este tiempo la mezcla de reaccién se vertié en agua, se filtré al vacio y se
lavd repetidas veces con agua. Se obtuvieron 9.39 g (87.79% de rendimiento
crudo) de un solido amarillo. Un gramo del sélido se recristalizé de metanol (80%
de rendimiento) dando unos cristales amarillos brillantes con Pf = 81.1-81.7 °C;

una sola mancha por CCF (Rf = 0.37, sistema VII).

Método C

En un matraz bola con tres bocas esmeriladas 24/40, adaptado con agitacién
magnética, termometro, embudo de adicion, columna Vigreux en posicion de
reflujo y bafio de agua se disolvieron 15 g (74.4 mmoles) del acido 4-cloro-3-
nitrobenzodico (1) en 45 mL de Etanol y 40 mL de acetona a 40 °C. Después de la
disolucién completa se adicionaron 17.5 g (208 mmoles) de NaHCO; (2.8
equivalentes), 30ml de agua y gota a gota se adicionaron 15.6 mL (185 mmoles)

de Sulfato de dimetilo (2.2 equivalentes). La mezcla de reaccion se calentd entre
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60-70 °C y se mantuvo asi durante 1.5 h. Pasado este tiempo se evaporé el
disolvente en el rotaevaporador hasta observar cristalizacion, se filtr6 al vacio y se
lavd repetidas veces con agua. Se obtuvieron 15.12 g de un sélido blanco que se
recristaliz6 de metanol (93% de rendimiento de reaccién) dando unos cristales
blancos brillantes con Pf = 81.4-82.0 °C; una sola mancha por CCF (Rf = 0.37,

sistema VII).

4-Metilamino-3-nitrobenzoato de metilo (3)

SUSTITUCION NUCLEOFiILICA

Método A
o i
| NO
Cl l}lH
2 3 o,
PM 199.591 PM 210.187

En un reactor Paar de 300 mL se mezclaron 7.20 g (33.4 mmoles) de 2, 13.54 g
(98.0 mmoles) de K,COs3, 8.92 g (64.6 mmoles) de CH3NH,-HCI, 7.0 mL de H,O y
200 mL de monoglima. El reactor se cerré y se calenté con agitacion a 130 °C
durante 2.5 h. Posteriormente, se dejo enfriar a temperatura ambiente y el liquido
sobrenadante se decantdé y se concentr6 a sequedad en el rotaevaporador. Se
obtuvo un sélido amarillo ocre que se suspendié en agua, se separd por filtracion
al vacio, se lavo repetidas veces con agua fria. Se obtuvieron 6.39 g de producto
crudo (91.02% de rendimiento). Una recristalizacion de 0.6 g de monoglima-agua
dio 0.48 g (80% de cristalizacion) de cristales naranjas con un Pf = 144.5-145.6

°C, una sola mancha en CCF con Rf =0.39 (Sistema | mas una gota de NH,OH).
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4-Metilamino-3-nitrobenzoato de metilo (3)

HIDROLISIS
Método B
i i
NO NO
H3CO/\©: ZCH3 MeOH/H,SO, H3CO/\©: 2
T/go N
22  CHs 3 CHg
PM 252.22338 PM 210.1872

En un vaso de 50 mL equipado con agitacion magnética y termometro se
colocaron 4 g (17.35 mmol) de 22 en 40 mL de MeOH y 3 mL de H2SO4
concentrado, después de 20 h a 60 °C con reflujo se observo el consumo total de
materia prima. La mezcla de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente,
observandose la aparicion de un sélido amarillo (2.74 g) que se filtré al vacio y se
lavé con agua fria hasta pH neutro (81.33% de rendimiento crudo). El sdlido
anterior se recristalizé de EtOH y se lavé con agua helada repetidas veces, se
obtuvieron 2.42 g (39% de rendimiento) de un sdélido amarillo paja con Pf 146.3-

148.3 °C ( Rf = 0.38 sistema I).

3-Amino-4-(metilamino)benzoato de metilo (4)

HIDROGENACION

i i
NH NH

| |
3 CH, 4 CHy
PM 210.187 PM 180.204
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En un matraz de hidrogenacion de vidrio de 500 mL se suspendieron 10 g (47.5
mmol) del compuesto 3 en 100 mL de MeOH y 3.3 g (30%) de catalizador Ni-
Raney, el cual fue previamente lavado 3 veces con agua y MeOH. Una vez
instalado el matraz en el sistema de hidrogenacién, envuelto con una camisa de
calentamiento. Se realizaron tres lavados con 30 Ib/in? de hidrégeno; después se
cargd con 60 Ib/in®> de hidrégenoy se inicié la reaccion; ésta se llevd a cabo a
temperatura ambiente por 1 hora 20 minutos consumiéndose 113 Ib/in® de
hidrogeno. La CCF revel6é una mancha principal con Rf = 0.40 (Sistema Il), por lo
que la mezcla de reaccién se proceso filtrando el catalizador al vacio a través de
una cama de celita. El filtrado resultante se concentré en el rotaevaporador
obteniéndose un solido color morado; el cual sin posterior tratamiento se sometio a

la siguiente reaccion.

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

CICLOCONDENSACION

0 0
I I |
KOH/EtOH
NH N\

|
4 CHj 5 CHy

PM 180.204 PM 222.265

En un matraz de tres bocas de 250 mL, provisto de embudo de adicion,
condensador en posicion de reflujo, termémetro y atmdésfera de nitrogeno se
disolvieron 47.5 mmoles de la diamina 5, obtenida en la reaccion anterior, en 40
mL de etanol a temperatura ambiente. Una vez en solucién se le adicionaron 3.2 g

(0.0556mol, 1.5equivalentes) de KOH disueltos en 20 mL de etanol.

77



10. Anexo A. PARTE EXPERIMENTAL

Posteriormente se adicionaron lentamente 4.4 mL (1.5 equivalentes) de disulfuro
de carbono (CS), verificando que el pH fuera 9. Terminada la adicion la mezcla se
calentd a 65 °C por 4 horas. Una CCF mostré que aun habia presencia de materia
prima por lo que se adicionaron 0.5 mL (8.05X10™ mol) mas de CS, y un poco de
KOH disuelto en etanol para mantener el pH 9. Se dej6 reaccionar por una hora

mas.

Una vez consumida la materia prima, a la mezcla de reaccién se adiciond acido
acético glacial al 5% hasta llegar a pH 5. El sélido formado se separd por filtracion
al vacio y se lavo repetidas veces con agua. El producto crudo fue un sélido color
crema, con Rf = 0.55 (Sistema Il), que al oxidarse se torna gris, el peso fue de
4.37 g (74.85% de rendimiento), de las aguas madres se recuperaron 0.40 g mas
de producto (7.47%). 1 g del producto crudo se recristalizé de EtOH + 10% DMF y
se lavd con una solucidn al 2% de hidrosulfito de sodio, obteniéndose 0.4227 g
(42% de rendimiento) de un sélido color crema con punto de fusion de 254.2-255.4

°C.

1-Metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (6)

METILACION
|O| 0
N A N
H3CO N ICH, H3CO
3
/\©[ > S —Kon 7 MeoH N—SCH,
N N
\ \
5 CHs 6 CH,
PM 222265 PM 236291
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En un matraz de tres bocas de 100 mL provisto de termdémetro, embudo de adiciéon
y atmodsfera de nitrégeno, se disolvieron 4 g (17.9 mmol) del compuesto 5 en 28
mL de acetona junto con 1.11 g (19.8 mmol, 1.1eq) de KOH acuoso. Una vez en
solucion se adicionaron gota a gota 1.2 mL (19.8 mmol, 1.1eq) de CHsl a
temperatura ambiente. Terminada la adicion se dejé en agitacién por 1h. Una CCF
mostré el consumo total de materia prima. La mezcla de reaccién se vertio
posteriormente en 100 mL de agua-hielo verificando que el pH se encontrara
neutro. El sdélido formado se separ6 por filtracion al vacio y se lavo repetidas veces
con agua. El producto crudo fue un sélido de color gris que peso 3.9983 g (94.02%
de rendimiento crudo). 1.5 g del producto se recristalizaron de MeOH-agua dando
1.35 g (90% de rendimiento de reaccién) de cristales color crema con Pf = 121.1-

122.3 °C y Rf = 0.33 de (Sistema VIII).

Acido 1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (7)

HIDROLISIS
|O| 0
N KOH / MeOH A N
H3CO HO
/\©[\>—SCH3 /\©[\>_SCH3
N N
\ \
6 CH, 7 CH,
PM 236.291 PM 222.265

En un vaso de 100 mL equipado con agitacibn magnética y termometro se
colocaron 2 g (8.464 mmol) del compuesto 6 suspendidos en 8 mL de MeOH. Se
incorporé a la mezcla, a temperatura ambiente y con agitacion constante, una

solucion de 0.81 g (1.7 equivalentes) de KOH en 4 mL de agua, manteniendo la
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temperatura entre 20 y 25 °C. Con el paso del tiempo (2 h) se observo el consumo
total de materia prima. El sélido obtenido se suspendié en 25 mL de agua en un
vaso de precipitados con agitacion magnética, poco a poco se aciduldé con una
solucion de HCI al 25% hasta la formacién de un precipitado que se separd por
filtracion al vacio. Se obtuvieron 1.84 g de un sélido blanco grisaceo (98.0%), que
en CCF mostré una mancha principal con Rf = 0.35 (Sistema Il). El producto se
recristalizd de DMF-MeOH y se lavd con agua helada repetidas veces, se
obtuvieron cristales grises (67% rendimiento de recristalizacion) con Pf = 287.8-

288.9 °C y Rf = 0.35 (Sistema II).

4,5-Dicloro-2-nitroanilina (9)

HIDROLISIS

C|:©1NH%O NaOH / MeOH C|:©:NH2
CH
cl NO, ° Cl NO,
8 9
PM 249.05084 PM 207.01416

En un vaso de 250 mL equipado con agitacibn magnética y termometro se
colocaron 10 g (40.1 mmol) de N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida suspendidos
en 100 mL de MeOH. Se incorporé a la mezcla a temperatura ambiente y con
agitacion constante 1.4454 g (1.2 equivalentes) de NaOH en 2 mL de agua,
cuidando que la temperatura no se elevara mas de 40 °C. Después de 1 h, una

CCF mostré el consumo total de materia prima. El precipitado formado se filtr6 al
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vacio y se lavé con MeOH frio. Se obtuvieron 6.89 g (82.89% de rendimiento) de

un compuesto amarillo canario con Pf = 178.3-179.3 °C y Rf = 0.52 (Sistema I).

4-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitroanilina (10)

Sustitucion Nucleofilica Aromatica

Cl
C':@:NHZ cl o) NH,
DMF j@:
Cl NO, g NO,
° 10
PM 207.01416 PM 333.55458

En un matraz redondo de tres bocas, provisto de agitacion magnética, refrigerante
en posicion de reflujo y termdmetro se colocaron 10 g (48 mmol) de 4,5-dicloro-2-
nitroanilina, 11.025 g (67.5 mmol, 1.1 eq) de 2,3-diclorofenol, 12.01 g (8.5 mmol,
1.5 eq) de K,CO3y 100 mL de DMF. La mezcla de reaccion se calenté a 115 °C
con un bafo de aceite por 18 horas bajo atmdsfera de nitrégeno. Mediante CCF se
observo el consumo total de la nitroanilina 9. La mezcla se dejo enfriar a
temperatura ambiente, se filtr6 al vacio, para eliminar las sales formadas, y se
evaporo el disolvente a presion reducida en el rotaevaporador. El liquido viscoso
color café intenso obtenido se suspendié en metanol, se agitdé y se enfrid en un
bano de hielo-sal; se obtuvo un precipitado que al filtrarse al vacio dio 8.11 g
(50.33% de rendimiento) de de cristales amarillos que se lavaron con metanol frio.
Las aguas madres se concentraron y se les realizoé el tratamiento anterior con

metanol, precipitaron 5.3522 g de un sdlido impuro que se recristalizé de tolueno
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obteniéndose 4.1560 g de cristales amarillos con Pf = 149.6-151.4 °C y Rf = 0.65

(Sistema ).
4-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1,2-fenilendiamina (11)
HIDROGENACION CATALITICA

Cl Cl

cl 0 NH, cl 0 NH,
j@: H, , Ni-Raney j@:
= 5
EtOH
cl NO cl NH,

2
10 11

PM 333.55458 PM 303.57166

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se colocaron 4.8 g (14.4 mmol)
del compuesto 10, 130 mL de EtOH y 0.48 g de catalizador Ni-Raney. El Ni-Raney
se lavd previamente con agua y etanol. La botella de reaccidn se coloco en el
hidrogenador, se cubri6 con la mantilla de calentamiento. Una vez cerrado el
sistema, éste se purgd mediante tres lavados de 30 Ib/in? de H.. La reaccion se
llevd a cabo calentando aproximadamente a 30 °C durante 6 horas,
consumiéndose 56 Ib/in®. La solucién obtenida se filtré a través de una cama de
celita para separar el catalizador. El filtrado se concentré en el rotaevaporador
obteniéndose un aceite café transparente. La CCF mostré el consumo total de
materia prima con una mancha principal con Rf = 0.23 (Sistema Il). El producto sin

tratamiento posterior se sometio a la siguiente reaccion.
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6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-amina (12)

CICLOCONDENSACION
cl cl
Cl o] NH, Cl 0 N
BrCNMeOH N
NaOHH,0 >_ 2
cl NH, cl N
H
11 12
PM 303.57166 PM 328.58112

En un matraz bola de 10 mL, adaptador con condensador a reflujo se mezclaron
2.7 g (8.89 mmol) de la diamina 11, recién preparada, y 240 mL de MeOH, la
mezcla se agitdé bajo atmosfera de N, hasta disolucion total. A la solucién fria, a
temperatura ambiente, se le agregaron 1.12 g (10.6 mmoles, 1.2 equivalentes) de
BrCN y se dejo reaccionar durante 30 minutos a reflujo. Una vez concluida la
reaccion, la mezcla se dejo enfriar y se agregaron 0.9 g de NaOH disuelto en la
minima cantidad de agua, de nuevo se calenté a reflujo por una hora mas. La
mezcla de reaccién fria se pas6é a un matraz bola de un litro con agua fria. Con
agitacion constante se agregaron 10 mL de acetato de etilo y sal de mesa hasta la
formacion de dos fases que se separaron en un embudo de separacion. A la fase
acuosa se le hicieron tres extracciones mas con acetato de etilo. Los extractos
organicos se juntaron, se trataron con Na;SO,4 anhidro y se eliminé el disolvente
en el rotaevaporador hasta sequedad; al residuo se le agregé 5 mL de benceno, el
cual se evaporo6 con el rotaevaporador en dos ocasiones para eliminar residuos de
agua. El sdlido que se obtuvo se recristalizdo de tolueno-etanol dando 1.9775 g
(87%) de un sdlido rosa palido con Pf = 183.6-185.6 °C y Rf = 0.45 (Sistema VI +

NH;OH).
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5-(1H-imidazol-1-ilcarbonil)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (13)

ACTIVACION DEL GRUPO CARBOXILO

0 o]
I N g M N
HO/\©[ \>—SCH3 N\/jN f\L\/N N // N \>—SCH3
N PM 162.149 \
7 CHs 13 CH,
PM 222.265 PM 272.327

En un matraz de tres bocas de 100mL provisto de agitacion magnética,
refrigerante en posicion de reflujo, trampa de humedad y termometro, se colocé 1
g (0.45 mmol) del acido 7 mas 1.1 g (1.5 eq ) de 1,1-carbonildiimidazol (CDI)
disueltos en 10 mL de DMF anhidra. La solucién se calent6 a 70 °C durante 1.5 h,
la CCF revel6 el consumo total de materia prima y la formacion de un compuesto
con Rf = 0.60 con el sistema IX. La mezcla de reaccion se dejo enfriar y sin
tratamiento posterior se continud con la siguiente reaccion.
N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-1-metil-2-(metiltio)-1H-

bencimidazol-5-carboxamida (14-B2)

HIBRIDACION

Método A. Calentamiento convencional

0 cl al o
N r:1>_80H3 cl 0 N>_ DMF ¢ o N>_ \
& w2 T
N + Cl N cl N \>_SCH3
R 12 H H N

\

14-B2 CH,
PM 272.327 PM 328.58112 PM 532.830
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Una vez concluida la reaccién anterior, se adicionaron 1.6 g (4.9 mmoles, 1.2 eq)
de la amina 12. La mezcla de reaccidén se calenté durante 24 h a 60 °C con
agitacion constante. Después de este tiempo, se formé un precipitado de color
crema que se separo por filtraciéon al vacio. El solido se tratd con MeOH caliente
para eliminar los restos del intermediario imidazdlido. Se obtuvieron 0.9074 g
(37.5% de rendimiento) de un sélido blanco con punto de fusion de 300.4-301.1 °C

y Rf = 0.43 (Sistema IX).

HIBRIDACION

Método B. Calentamiento por microondas

5 mL de la mezcla de reaccién anterior (intermediaro 13, amina 12 y DMF) se
distribuyeron en 3 viales de 4 mL, a éstos se les colocd una barra magnética; se
cerraron los viales con los tapones y se colocaron en el rotor G64 del horno
Synthos 3000. Ademas se pusieron 13 viales con 2 mL de DMF cada uno para
completar las 16 posiciones del rotor. Una vez instalado el rotor en el microondas
se programaron las siguientes condiciones: IR 130 °C, Potencia 300 W, rampa 2
min, tiempo de reacciéon 15min, tiempo de enfriamiento 10min, fan 1 (para el

tiempo de reaccion) y fan 2 (para enfriamiento).

Una vez terminado el programa se realizé una CCF para confirmar que la reaccién
hubiera concluido. Posteriormente el contenido de los viales se vertié en agua fria
se agitdé con una varilla de vidrio y se separd por filtracion al vacio. El sélido

obtenido se suspendié en EtOH frio hasta obtener una solucién ambar y un sélido
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blanco suspendido. La suspension se filtré y el sdélido se lavé con EtOH frio. Se
obtuvieron 29.6 mg de un sélido color crema con Pf = 289.3 - 290.9 °C y Rf = 0.42

(sistema 1X).

3,4-Diaminobenzoato de metilo (16)

REDUCCION CATALITICA

i i
| NH
cho/\(jim2 e e H3C°/\©: |
MeOH / AcOEt

NH, NH,

15 16
PM 196.160 PM 166.177

En un matraz de hidrogenacion de vidrio de 500 mL se suspendieron 15 g (65
mmol) del 4-amino-3-nitrobenzoato de metilo (15) en una mezcla de MeOH/ACOEt
(150 mL/100 mL) y 4.5 g (30%) de catalizador Ni-Raney, el cual fue previamente
lavado tres veces con agua y MeOH. Una vez instalado el matraz en el sistema de
hidrogenacion, envuelto en una camisa de calentamiento, la manta so6lo se uso
para conservar el calor de la reaccion, el aire del matraz se elimin6é por tres
lavados de 30 Ib/in® de hidrégeno; la reaccién se llevé a cabo a temperatura
ambiente por 4 horas consumiéndose 374 Ib/in? de hidrégeno. La CCF mostré una
mancha principal con un Rf = 0.17 (Sistema Il), por lo que la mezcla de reaccion
se proceso filtrando el catalizador al vacio, el filtrado resultante se concentré en el

rotaevaporador y sin posterior tratamiento se continué con la siguiente reaccion.
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2-Mercapto-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (17)

CICLOCONDENSACION

i I
H4CO ik CS,  H,CO N
\>—SH
NH, EtOH N
H

16 17
PM 166.177 PM 208.238

En un matraz de tres bocas de 250 mL, provisto de embudo de adicion,
condensador en posicion de reflujo, termémetro y atmdésfera de nitrogeno se
disolvieron 65 mmoles de la diamina 16, obtenido en la reaccioén anterior, en 40
mL de etanol a temperatura ambiente. Una vez en solucion se le adicionaron 6.4g
(114.4 mmol, 1.5eq) de KOH disueltos en 140 mL de etanol. Posteriormente se
adicionaron lentamente 7.1 mL (1.5eq) de disulfuro de carbono (CS.), verificando
que el pH fuera 9. Terminada la adicion la mezcla se calentdé a 65 °C por 4 horas.
Una vez consumida la materia prima, a la mezcla de reaccién se adiciond acido
acético glacial al 15% hasta llegar a pH 5. El solido formado se separd por
filtracion al vacio y se lavd repetidas veces con agua. El producto crudo fue un
sélido color café, con Rf = 0.30 (Sistema 1) pes6 14.0117g (87.99% de
rendimiento). El sélido se recristaliz6 de EtOH +10% DMF, carb6n activado y 2%
de hidrosulfito de sodio. Se obtuvieron 14.01 g (87.99% de rendimiento) de un

sélido crema que funde con descomposicion a 249 °C.
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2-Metiltiol-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (18)

METILACION
0] (0]
I X I .
H.CO ICH H.CO
SR CE RS P
N N
H H
17 18
PM 208.238 PM 222.265

En un matraz de tres bocas de 100 mL provisto de termdémetro, embudo de
adicion, atmdsfera de nitrogeno, se mezclaron 4 g (19.20 mmol) del compuesto 5,
40 mL de acetona y 1.1 g (19.8 mmol, 1.1eq) de KOH acuoso. Una vez en
solucion se adicionaron gota a gota 1.2 mL (19.8 mmol, 1.1eq) de CHsl.
Terminada la adicion se dejo en agitacion por 2 horas manteniendo a temperatura
entre 0 y 5 °C. Una CCF mostro el consumo total de materia prima. La mezcla de
reaccion se vertio posteriormente en 100 mL de agua-hielo verificando que el pH
se encontrara neutro. El solido formado se filtré al vacio y se lavoé repetidas veces
con agua. El producto crudo fue un sélido de color gris que pesé 3.5021g (82.03%
de rendimiento). 1 g del producto se recristalizé de EtOH-agua dando 0.5786g de

cristales color crema con punto de fusion de 87.7-87.8 °C y Rf = 0.19 de (Sistema

).
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Acido 2-metiltiol-1H-bencimidazol-5-carboxilico (19)

HIDROLISIS

0 O

i X I N

HaCO/\@[ \>_SCH KOH / MeOH HO/\©[ \>—SCH
3T = 3
N N
18 H 19 M
PM 222.265 PM 208.238

En un matraz Tepler de 10 mL con 3 bocas, acondicionado un termoémetro,
embudo de adicion y condensador en posicion de reflujo, se suspendieron 1.5 g
del compuesto 9 en 15 mL de EtOH. A temperatura ambiente se adicionaron 1.1 g
(3 equivalentes, 20.25 mmol) de KOH en solucion acuosa, se observo disoluciéon
total del sustrato en el medio de reaccion. Posteriormente, la mezcla se calent6 a
50-60 °C por 1 hora. Una vez observado el consumo total de 18 por CCF, la
reaccion se vertié en 20 mL de agua y acidulé con H,SO4 al 10% hasta pH 4. El
soélido formado se filtr6é al vacio, lavd con agua y se seco al aire dando 0.6319 g
(45.2%) de un sdlido color crema que analizado por CCF presentdé una mancha
con Rf = 0.1 (Sistema Il). El producto crudo se recristalizé de etanol dando unos
cristales blancos brillantes con un rendimiento de 91.0%. El punto de fusién

determinado fue de 304.7-310.4 °C.
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5-(1H-imidazol-1-ilcarbonil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (20)

ACTIVACION DEL GRUPO CARBOXILO

i i i
.t
NZNTNRy
Ho \>—SCH - lq Q>—SCH
3 PM 162149 \/I N 3
H

H CDI
19 20
PM 208.238 PM 258.300

En un matraz Tepler de 10mL provisto de una barra magnética de agitacion
refrigerante en posicion de reflujo, trampa de humedad y termémetro, se colocaron
0.5g (2.4x10mol) del compuesto 19 mas 0.5g (1.5 eq ) de 1,1-carbonildiimidazol
(CDI) disueltos en 5ml de DMF anhidra. La mezcla se calenté a 60 °C durante 2h;
Se dej6é con agitacién y a reflujo durante 2h, la CCF revel6 el consumo total de
materia prima y la formacién de un compuesto con Rf = 0.34 con el sistema IX. La
mezcla de reaccion se dejo enfriar y sin posterior tratamiento se continué con la

siguiente reaccion.

N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-2-metiltiol-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (21-B1)
HIBRIDACION

Método A. Con calentamiento convencional

Cl Cl
N\QNJK@\%SCH:; + ]@/Cm\FNHz @C@ Lk@[\>_s(_‘,|.|3

20 21-B1
PM 258.300 PM 328 580 PM 518.803
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Una vez concluida la reaccion anterior de formacion del intermediario (20), se
adicionaron 0.78 g (2.3 mmoles, 1 equivalente) del compuesto 12. La reaccién se
calent6 con agitacion durante 2 dias a 60 °C apareciendo después de este tiempo,
un precipitado de color crema que se separd por filtracion al vacio. El sdlido se
traté con MeOH caliente para eliminar los restos del intermediario imidazélido. Se
obtuvieron 0.1113 g de un sélido blanco con punto de fusion de 274.1-274.9 °C y

Rf = 0.37 (Sistema IX).

HIBRIDACION

Método B. Calentamiento por microondas

5 ml de la mezcla de reaccién anterior (intermediaro 20, amina 12 y DMF) se
distribuyeron en 3 viales de 4 mL, a éstos se les colocd una barra magnética; se
cerraron los viales con los tapones y se colocaron el rotor G64 del horno Synthos
3000. Ademas se colocaron 13 viales con 2 mL de DMF cada uno para completar
las 16 posiciones del rotor. Se coloco el rotor en el microondas y se programaron
las siguientes condiciones: IR 130 °C, Potencia 300 W, rampa 2 min, tiempo de
reaccion 15 min, tiempo de enfriamiento 10 min, fan 1 (para el tiempo de reaccion)

y fan 2 (para enfriamiento).

Una vez terminado el programa se realizé una CCF para confirmar que la reaccién
hubiera concluido. Posteriormente el contenido de los viales se vertié en agua fria
se agitdé con una varilla de vidrio y se separo el solido. El producto se suspendid

en EtOH frio hasta obtener una solucién ambar y un sélido blanco suspendido. La
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suspension se filtré y el solido lavoé con EtOH frio. Se obtuvieron 21.15 mg de un

solido color crema con Pf =268.7-271.54 °C, Rf = 0.43 sistema IX.
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Espectro 9. RMN *C (DMSO d6, 100MHz, & ppm) de N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-1-metil-2-(metiltio) -1H-
bencimidazol-5-carboxamida (B2-14)
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carboxamida (B2-14)
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Espectro 11. IR (Pastilla KBr) de N-[6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (B2-14)
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Espectro 12. Espectro HSQC (*C - 'H, DMSO-d6) de N-[6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-1-metil-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (B2-14).
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Espectro 13. Espectro HMBC (*3C - 'H,DMSO0-d6) de N-[6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-1-metil-2-(metiltio)-1H-

bencimidazol-5-carboxamida (B2-14).
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Espectro 14. Espectro NOESY (*H - 'H, DMSO-d6) de N-[6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-1-metil-2-(metiltio)-1H-

bencimidazol-5-carboxamida (B2-14).
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Espectro 15. RMN ‘H (DMSO-dg, 400 MHz, § ppm) de N-[6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-2-(metiltiol)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (B1-21).
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Espectro 16. RMN 'H, Intercambio con D,0 (DMSO-d®, 400 MHz, & ppm) de N-[6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-2-
(metiltiol)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (B1-21)
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Espectro 17. RMN *C (DMSO-dg, 100 MHz, § ppm) de N-[6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-2-(metiltiol)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (B1-21).
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Espectro 19. IR (Pastilla KBr) de N-[6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-2-(metiltiol)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(B1-21).
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Espectro 20. Espectro HSQC (**C - 'H,DMS0-d6) de N-[6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-2-(metiltiol)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (B1-21).
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Espectro 21. Espectro HMBC (*3C - *H, DMSO-d6) de N-[6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-2-(metiltiol)-1H-

bencimidazol-5-carboxamida (B1-21).
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Espectro 22. Espectro NOESY (*H - 'H, DMSO-d6) de N-[6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-il]-2-(metiltiol)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (B1-21).
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