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RESUMEN

RESUMEN

En la actualidad, las enfermedades parasitarias son un grave problema de salud
publica. Los antiparasitarios de mayor uso para su tratamiento son los
nitroderivados, como el metronidazol y la nitazoxanida, para las protozoosis, y los
bencimidazol 2-carbamato, como el albendazol, mebendazol y fenbendazol, para las
helmintiosis. El uso indiscriminado de los nitroderivados y efectos secundarios de
éstos puede llevar al abandono del tratamiento, lo que conlleva a la generacién de
resistencia por los parasitos a este tipo de farmacos. Por otro lado, debido a la
pobre solubilidad de los bencimidazol 2-carbamato en los fluidos bioldgicos, éstos
tienen baja absorcion y biodisponibilidad, por lo que se requiere de altas dosis y

tiempos prolongados para el tratamiento de las infecciones sistémicas.

Considerando que los bencimidazol 2-carbamato también tienen actividad
antiprotozoaria y viendo la necesidad de contar con nuevos antiparasitarios con
mejores propiedades biofarmacéuticas, en este proyecto de investigacion se
describe el estudio realizado para sintetizar y evaluar la actividad antiprotozoaria de
los siguientes compuestos: (5-Cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metilcarbamato de
metilo AMRMX, [5(6)-Cloro-1H-bencimidazol-2-iljmetilcarbamato de metilo AMRMX
Il 'y (6-Cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metilcarbamato de metilo AMRMX Ill. Este
estudio es parte de un proyecto de investigacion mas amplio cuyo propédsito es
determinar la importancia que juega el enlace N-H en la actividad antiparasitaria.

Para la sintesis de los compuestos anteriores se parti6 de 3-cloroanilina o 4-
cloroanilina, que se sometieron a reacciones conocidas de acetilacion, nitracion, N-
metilacion, reduccién catalitica y ciclocondensacién. Los productos finales
purificados se identificaron por los métodos espectroscopicos y espectrométricos, y
se evaluaron in vitro contra los protozoarios Giardia intestinalis, Entamoeba

histolytica y Trichomonas vaginalis y contra el helminto Trichinella spiralis..
Los compuestos en estudio resultaron ser mas potentes que el metronidazol contra

los tres parasitos. Comparados con el albendazol la actividad fue equiparable,

excepto contra de G. intestinales en donde resultdé mas potente el albendazol.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las parasitosis causadas por protozoarios y helmintos siguen siendo un problema
de salud publica universal, en especial, en regiones del mundo con areas tropicales
y subtropicales, y en las que carecen de instalaciones sanitarias adecuadas y
buenos habitos de higiene. La gravedad se puede apreciar al considerar que mas de
la mitad de la poblacion mundial, estimada en 6500 millones de personas, esta

infectada con algun tipo de parasito.

La poblacion principalmente afectada es la infantil y la de adultos mayores. En la
primera, las parasitosis ocasionan lento desarrollo corporal e intelectual que pueden
tener consecuencias negativas tanto fisicas como desde el punto de vista cognitivo,
mientras que en la segunda una pobre calidad de vida. En adicion, el sector
veterinario domeéstico, y silvestre, también se ve afectado ocasionando baja

produccion de carne, leche, lana, e indices de reproduccion.

El farmaco de primera eleccion para el tratamiento de las infecciones causadas por
protozoarios, como G. intestinalis, E. histolytica o T. vaginalis es el metronidazol
(MTZ). También se emplean otros derivados nitroheterociclicos como la furoxona y
recientemente la nitazoxanida (NTZ). Este tipo de farmacos puede emplearse en las
infecciones intestinales y sistémicas; sin embargo, tienen como desventaja efectos

secundarios indeseables y alta toxicidad.

Para el tratamiento de las helmintiasis se emplean los derivados del bencimidazol,
como los bencimidazol 2-carbamatos (BZC) albendazol (ABZ) y mebendazol (MBZ).
Aungue este tipo de farmacos es de amplio espectro de accién, que abarca hasta
actividad sobre protozoarios como G. intestinalis, por su alta polaridad y baja
absorcion su uso se limita al tratamiento de las infecciones del tracto
gastrointestinal. Para el tratamiento de infecciones sistémicas se requieren altas
dosis y tratamientos prolongados. El uso indiscriminado de los derivados del
bencimidazol ha generado en algunos casos parasitos resistentes, como Fasciola
hepatica resistente al triclabendazol (TCBZ) en el Reino Unido y Australia.

11



INTRODUCCION

Considerando la problemética de las enfermedades parasitarias, los tratamientos
existentes y sus desventajas, en esta tesis se estudia la sintesis y actividad
antiparasitaria de tres nuevos derivados clorados del bencimidazol 2-carbamato de
metilo N-metilados

12



ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

2.1. Parasitosis en México

Las zoonosis parasitarias presentan un problema de salud en todo el mundo; sin
embargo, es en los paises en vias de desarrollo y los subdesarrollados donde se
presentan con mayor prevalencia. Las parasitosis del aparato digestivo son
comunes en México, especialmente, en las regiones montafiosas con dificultad de

acceso y carentes de servicios de salud.

En México, las parasitosis han sido la quinta causa de consulta en el Instituto
Mexicano del Seguro Social; mientras que la Direccion General de Epidemiologia de
la Secretaria de Salud reporta dentro de las 20 principales causas de morbilidad
general a cuatro diferentes tipos de parasitos intestinales (protozoarios y helmintos)
considerados un problema de salud publica a causa de la magnitud con la que se
presentan y por su trascendencia, que esta ligada sobre todo a enfermedades
secundarias como la anemia y las complicaciones quirurgicas; por lo tanto, estan
clasificadas como enfermedades infecciosas y parasitarias del aparato digestivo de

“notificacion semanal”.*?

Las infecciones causadas por protozoarios son causa significativa de morbilidad y
mortalidad. Los pacientes presentan dolor abdominal y diarrea, incluyendo
contraccion del musculo abdominal y dolor. Aunque muchos protozoarios pueden
causar estos sintomas, las infecciones por G. intestinalis y E. histolytica son las

mas comunmente reportadas.

De acuerdo a los datos reportados por la secretaria de salud, la amebiasis intestinal
se encuentra dentro de las primeras 10 causas de morbilidad en México, mientras
gue las helmintiasis ocupan el lugar numero 11, donde la poblacion mas afectada

por estos parasitos son infantes de 1 a 9 afios.?

13
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Gréfico 1. Tasa de morbilidad por amebiasis, por cada 100000 habitantes, tomando
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ANTECEDENTES

Actualmente existe un incremento en todas las medidas higiénicas, sanitarias, y de
los tratamientos antiparasitarios, aun asi, en las zonas alejadas existen dificultades
para implementar estas medidas, ademas de que se reportan casos de falla
terapéutica.

2.2. Protozoarios

Los protozoarios son organismos unicelulares que desempeian todas las funciones
de un organismo vivo, estos organismos se encuentran incluidos dentro del reino
protista, quiere decir que estan dotados de un nucleo verdadero. Los protozoarios
de interés en este trabajo son: E. histolytica, G. intestinalis y T. vaginalis. Los dos
primeros se relacionan con diarreas agudas o cronicas y el tercero con vaginitis. El
farmaco de eleccion para el tratamiento de estas infecciones es el MTZ que es un

derivado de imidazol.

2.2.1. Entamoeba histolytica

La infecciébn por E. histolytica se conoce como “patologia de la pobreza”, es
responsable de hasta 100000 defunciones anuales, colocandola en el segundo lugar
de mortalidad por protozoarios parésitos. La alta frecuencia de amebiasis esta dada
por varios factores como falta de saneamiento ambiental, escasez de agua potable y
drenaje, poca higiene personal e insuficiente educacion.

Se sabe que muchas personas infectadas con Entamoeba nunca desarrollan
sintomas y estas infecciones desaparecen espontaneamente, lo que sugirié la
existencia de dos especies: una capaz de causar una enfermedad invasora (E.
histolytica) intestinal y extraintestinal, y otra que no causa enfermedad, a la que se
le denomind E. dispar.

La Organizacion Mundial de Salud propone para el control de la amebiasis dar
tratamiento solamente en el caso de identificar a E. histolytica con o sin

manifestaciones clinicas.*

15
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2.2.1.1. Ciclo de vida

El ciclo de vida de Entamoeba histolytica se muestra en la Figura 1. Este
protozoario existe en dos formas evolutivas: trofozoito y quiste. Los quistes entran
por via bucal y avanzan por el tubo digestivo hasta llegar al estdmago. En este sitio,
el pH del jugo gastrico y las enzimas hidroliticas destruyen la pared del quiste del
parasito sin afectar su citoplasma, al pasar al duodeno se libera en la fase de
trofozoito con cuatro ndcleos. Inmediatamente se divide cada nudcleo para dar lugar
a un trofozoito con ocho nucleos llamado amoeba. Este estado del parasito es tan
inestable que cada ndcleo se separa y origina ocho pequefios trofozoitos
uninucleados los cuales se reproducen por fision binaria, se establecen en el colon,
gue posee un pH de 8 a 9, donde se alimentan de bacterias y restos celulares. Dado
a que en esta porcién del intestino los trofozoitos estan deshidratados comienza su
transformacion en quiste. Los quistes tetranucleados abandonan el organismo
humano junto con las heces, pueden expulsarse también en la forma de quistes
binucleados o uninucleados si el transito intestinal de la persona infectada es

relativamente rapido

Después de ser eliminados con las heces, los quistes pueden permanecer viables
por semanas 0 meses, dependiendo de las condiciones ambientales, la infeccién no
se transmite por trofozoitos, los cuales son expulsados durante los periodos de
colitis aguda, debido a que se desintegran fuera del cuerpo rapidamente con el jugo
gastrico.

La infeccion puede producirse con solo un quiste en el agua o alimentos
contaminados, o debido a que las personas manipulan los alimentos sin el aseo

adecuado.®

16
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Figura 1. Ciclo de vida de E. histolytica.
2.2.2. Giardia intestinalis

También conocida Giardia duodenalis y Giardia lamblia, es el agente causal de la
giardiosis que es una enfermedad diarreica y es posiblemente la infeccion intestinal
mas frecuente en zonas urbanas. La OMS calcul6 desde 1988 que hay mas de 250

millones de personas infectadas en el mundo.

Su habitat en el huésped se encuentra en el yeyuno y duodeno, y por esto se le
conoce también como Giardia duodenalis. Es un protozoo arcoflagelado, anaerobio
tolerante y es causa comun de diarrea endémica, y epidémica en todo el mundo, la
transmision ocurre principalmente por consumo de agua contaminada, pues el

guiste es relativamente resistente a la cloracion y puede sobrevivir varias semanas a

17
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temperaturas bajas, otros factores de riesgo incluyen la exposicion con un miembro
de la familia infectado, la exposicion en instituciones como guarderias u hogares de
ancianos.

En cuanto a las estrategias para el control epidemiolégico de Giardia se incluyen:
evitar la irrigacion de verduras con aguas negras 0 no tratadas, abastecimiento

domeéstico de agua, la deteccion clinica y el tratamiento de los casos.

2.2.2.1. Ciclo de vida

El ciclo de vida de G. Intestinalis se muestra en la Figura 2. Los quistes que salen
con las heces de los humanos y animales contaminan en agua y los alimentos, y la
infeccion se da cuando los quistes atraviesan el estomago y se exponen al pH acido
y desenquistan en el duodeno debido al cambio a pH alcalino. El proceso es rapido
y el trofozoito se divide asexualmente por fision binaria longitudinal, el pH 6ptimo de

desarrollo oscila entre 6.4y 7.2.

Las sales biliares y el colesterol favorecen su crecimiento, ya que constituyen
elementos fundamentales para la biogénesis de sus membranas y los procesos de
desenquistacion, lo que promueve la colonizacion de duodeno, yeyuno e incluso
ileon, la duracion del ciclo celular varia entre seis y veinte horas o mas. El
enquistamiento se inicia debido a la escasez de colesterol, cuando los quistes se

excretan en las heces ya son infectivos.
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Contaminacion de agua, alimentos,
manos/fomites con quistes
infectantes.

Los trofozoitos tambien son
eliminados en heces fecales
pero no sobreviven en el

medio ambiente

A = Forma infectante
A = Forma diagnostica

| Trofozoitos

Quiste

Figura 2. Ciclo de vida de G. intestinalis.

2.2.3. Trichomonas vaginalis

Causante de la trichomoniosis, protozoario de forma ovoide y periforme, flagelado,
el trofozoito mide entre 10-30 micras de longitud y 10-18 de ancho , el hombre es el
unico huésped natural conocido, El parasito se reproduce en las mucosas de las
vias urinarias, y genitales en la forma de trofozoito, esta misma forma es la
infectante pues no existe el quiste. Es predominante en mujeres y es la infeccion

mas comun por contacto sexual.

Aungue puede ser una infeccién asintomatica, los sintomas iniciales consisten en
disuria, flujo vaginal claro y espumoso que posteriormente se hace lechoso o
purulento y fétido, dolor localizado e inflamacién; el cérvix se torna rojizo, granuloso
y friable. EI hombre es portador, y en ocasiones puede presentar uretritis, prostatitis

o epididimitis con escasa secrecion uretral.
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2.2.3.1. Ciclo de vida

El ciclo de vida de Trichomonas vaginalis se muestra en la Figura 3. El mecanismo
de infeccion mas frecuente es la transmision del trofozoito en forma directa de
persona a persona por contacto sexual, el habitat en las mujeres es la vagina y la
uretra y en el hombre es la prostata, las vesiculas seminales y uretra, sitios en los
gue se alimenta principalmente de bacterias, leucocitos y células de descamacion.
Los factores que predisponen el desarrollo de la trichomoniosis en la mujer son: el
pH vaginal, entre 5 y 6, ausencia o disminucion de la flora bacteriana normal,
principalmente bacilo de Doderlein y deficiencia de estrégenos que disminuyen el
glicégeno de las células vaginales, el establecimiento del parasito provoca un
cambio con la tendencia hacia la alcalinidad, también se producen erosiones en la
superficie de la mucosa de la vagina y la uretra, con intensa reaccion inflamatoria

hasta el corion.®

coc

gEEual iﬂl:EI‘QUr.r:_lbe

A= fase infectante
Ae fase diagnostica

Trichomonas vaginalis

o Trofozoito en
secreciones vaginal
prostatica, y orina

e Dévision binaria e Trofozolto en
lorgitudinal vagina u orificio
uretral

Figura 3. Ciclo de vida de T. vaginalis.
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2.3. Trichinella spiralis como modelo de helminto

La triquinelosis o trichinellosis es una enfermedad parasitaria producida en el
hombre y los animales por larvas y adultos del nematodo T. spiralis. Desde el
descubrimiento del parasito hasta nuestros dias se ha reconocido como una
parasitosis que representa gran importancia por el impacto socioeconémico que le
causa directamente a la salud humana o a la ganaderia.® Trichinella es responsable
de numerosos brotes en humanos que ocurren en diversas partes del mundo,
incluyendo a Meéxico. Se estima que 11 millones de personas pueden estar
infectadas a nivel mundial.” Estos brotes han sido asociados principalmente al
consumo de carne de cerdo y de caballo mal cocidas.

2.3.1. Ciclo de vida

La triquinelosis, como se muestra en la Figura 4. Se adquiere por la ingestién de
carne que contenga pseudo-quistes (larvas enquistadas) (1) de Trichinella. Después
de exponerse a los acidos gastricos y pepsina, las larvas se liberan (2) e invaden la
mucosa del intestino delgado donde se desarrollan en gusanos adultos (3) (hembras
con 2.2 mm de longitud, machos con 1.2 mm; tiempo de vida en el intestino delgado:
4 semanas). Después de 1 semana, las hembras liberan sus larvas (4) que migran
hacia los musculos estriados y se enquistan (5). Cabe mencionar que la especie
Trichinella pseudospiralis no se enquista. El enquistamiento se completa de 4 a 5
semanas y la larva se mantiene enquistada por varios afios. La ingestion de la larva
enquistada, perpetia el ciclo de vida. Las ratas y roedores son los principales
responsables de mantener esta infeccion endémica. Los animales carnivoros y
omnivoros, tales como cerdos y 0so0s, se alimentan de los roedores infectados u otra
carne de animal. Hay diferentes hospedadores animales involucrados en el ciclo
biolégico de las diversas especies de Trichinella. Los humanos se infectan
accidentalmente cuando comen carne de animales carnivoros contaminada que no

esta apropiadamente procesada.’
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A= Estadio infectante
A= Estadio diagndstico
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Figura 4. Ciclo de vida de Trichinella spiralis.

2.4. Tratamientos antiparasitarios

El control de las enfermedades parasitarias ha sido alcanzado por medio de la
quimioterapia, mejoras de la educacion, sanidad e higiene. Sin embargo, el
tratamiento de algunas helmintiasis causadas por nematodos, trematodos Yy
cestodos, que han invadido musculatura, circulacion sanguinea, higado, pulmones y
cerebro, es un problema mas serio que el que se presenta en el tratamiento de los
parasitos que habitan la zona gastrointestinal; por ejemplo, la quimioterapia de las
parasitosis sistémicas con derivados del bencimidazol requiere de altas dosis y

tratamientos prolongados.
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Desde hace mas de 30 afios no se han mejorado de manera sustancial los farmacos
antiparasitarios que existen en el mercado. Esto llama la atencién pues a la fecha
hay mejor entendimiento sobre la patologia de las enfermedades parasitarias,
relacion huésped-parasito, la fisiologia y la bioquimica de los parasitos y con ello la
aplicacion del disefio racional de farmacos, en particular, mediante los principios de

la Quimica Medicinal y los métodos computacionales”®.

Los farmacos antihelminticos de uso actual, ABZ y MBZ, Figura 5, son derivados
del carbendazim (1H-bencimidazol-2-carbamato de metilo). Se sabe que su

mecanismo de accién es a través de su interaccion directa con la B-tubulina.

Estos dos farmacos estan incluidos en la lista de los farmacos esenciales de la OMS
para el tratamiento de nematodos intestinales. Dentro del campo de la
farmacoterapia con antiparasitarios, recientemente se ha desarrollado un farmaco
de amplio espectro y que parece ser eficiente en infecciones por helmintos y

protozoarios intestinales, este es la nitazoxanida, Figura 6 .

N \
Sis e
H

H
Tiabendazol Albendazol
(@]
S N\>_ N
| NHCOOCH,
N O O | D—NHCOOCHS,
- t
Fenbendazol Mebendazol

Figura 5. Estructura de algunos farmacos bencimidazoélicos antihelminticos.
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Figura 6. Estructura de algunos farmacos nitroderivados antiprotozoarios.

Si bien son farmacos usados comunmente en el tratamiento de las parasitosis,

presentan algunas desventajas como son:

» Efectos adversos molestos.
* Solo son efectivos sobre ciertas fases del parasito.

* Se han presentado casos de resistencia.

Los farmacos como el MTZ producen; nauseas, mutagenicidad en bacterias y altas
dosis pueden causar cancer en ratones. En el caso del ABZ, éste puede producir
malformaciones fetales, es decir, es teratogénico, por lo que se contraindica en

animales en periodo de gestacion.*

Algunos BZC antihelminticos so6lo son efectivos sobre fases adultas, y no sobre las
fases juveniles, siendo estos en la mayoria de los casos los que producen el dafio
mas grave, un ejemplo claro es sobre F. hepatica donde el ABZ es efectivo solo en

la fase adulta y no en la juvenil.

Uno de los compuestos antihelminticos de mayor uso es el triclabendazol (TCBZ)
Figura 7. Usado comunmente para la fasciolosis, causada por F. hepatica, que
produce graves pérdidas en el ganado bovino, ovino y caprino alrededor del mundo.
Este fasciolicida tiene en la posicion 2 un grupo metiltio, en lugar del carbamato de
metilo, lo cual le confiere mayor lipofilia, absorcion y biodisponibilidad, Aunque es el
farmaco de eleccién en contra de los estadios juveniles y maduros del parasito, su
uso indiscriminado ha generado cepas resistentes del parasito en algunos paises

europeos desde mediados de los 90’s.
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Figura 7. Estructura del Triclabendazol.

Debido a todo lo anterior, es de la mayor importancia realizar investigacion
conducente a la obtencion de nuevos agentes antiparasitarios, mas seguros y con
menos efectos toxicos para el huésped, mas econdmicos y efectivos, ya que aun no

se cuenta con un farmaco antiparasitario ideal con un amplio espectro.
2.5. Los Bencimidazoles

Una base para el interés de los bencimidazoles es su sistema de anillos usado
como nucleo para el desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos, establecido
en 1950°s. Como resultado de extensos estudios se beneficié el tratamiento de las
enfermedades parasitarias, aunque también tienen actividad antiviral, antifungica,

antihelmintica y antibacteriana.

Como su nombre implica, se trata de un sistema biciclico, un benceno fusionado a la
posicion 4,5 de un imidazol; aunque la estructura se dibuja con un proton en N1,
éste se puede desplazar entre los atomos de nitrégeno, por tautomerismo,
generando dos especies o tautomeros. Este fendmeno ocurre a través de
interacciones moleculares entre 2 o0 mas moléculas de bencimidazol, o a través de
interacciones moleculares con disolventes proéticos tales como el agua. Los
compuestos que no estan sustituidos en los nitrogenos del imidazol poseen
propiedades tanto basicas como acidas. Cuando el bencimidazol se encuentra N-
sustituido el tautomerismo no es posible, por lo que se generan dos moléculas

diferentes o regioisémeros, que pueden ser aisladas y caracterizadas.’
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Figura 8. Tautomerismo e Isomerismo de los bencimidazoles.

El descubrimiento del tiabendazol como un antihelmintico de amplio espectro de
actividad en 1961 fue muy prometedor; sin embargo, debido a su rapido
metabolismo por hidroxilaciébn aromética se genera el 5-hidroxitiabendazol, el cual
se elimina rapidamente. Este inconveniente dio pie al disefio y sintesis de cientos de
derivados del bencimidazol como agentes antihelminticos, de los cuales menos de
veinte existen en el mercado internacional. Entre ellos aparecieron los
bencimidazoles sustituidos en la posicion 5, para evitar el metabolismo en dicha
posicion, y en la posicion 2 un grupo carbamato de metilo para incrementar la vida
media, con la desventaja de ser pobremente absorbidos, lo que limita su accién a

nivel del tracto intestinal.®

En adicion a la actividad antihelmintica, estudios recientes establecen que los BZC
inhiben in vitro el crecimiento de algunos protozoarios como T. vaginalis y G.
intestinalis, algunas evaluaciones biolégicas sugieren que el mecanismo de accion

antiprotozoaria de los BZC es diferente al mecanismo de accién antihelmintica. *°

En estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio en colaboracion con el
Centro Médico Siglo XXI del Seguro Social se evalud la actividad antiprotozoaria de
1-metilbencimidazoles contra G. intestinalis y E. histolytica y Trichomonas vaginalis.
Los resultados del estudio inicial'®, aunado a los obtenidos a través de los afios, se
muestran en la Tabla 1. Se aprecia que contra G. intestinalis, con excepcion de 3y

los 2-H 1, 7, 13 y 19 todos los compuestos fueron mas activos que el metronidazol,
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destacando los derivados 2-SH. Contra E. histolytica también se obtuvieron
compuestos mas activos que el metronidazol. Aunque la actividad de estos
compuestos no fue tan grande contra T. vaginalis, si se obtuvieron compuestos mas
activos que el metronidazol. La actividad contra T. spiralis fue modesta. Estos
resultados dieron pie a seguir investigando la actividad antiparasitaria de este tipo

de compuestos.

Tabla 1. Evaluacién Bioldgica de los 1-metilbencimidazoles

Ry N
| \>7R3
R, N\
CHj
Comp. R, R, R, Clso UM Clsp UM? Clso UM® | Viabilidad”
G. intestinalis | E. histolytica | T. vaginalis | T. spiralis
1 H H H 143.450 71.620 73.870
2 H H CH; 0.089 0.062 4.321 25
3 H H NH, 1.360 0.346 0.482 NR
4 H H SH 0.018 0.006 2.786
5 H H SCH; 0.033 0.196 0.898
6 H H NHCO,CH; 0.499 0.370 1.314
7 Cl H H 53.110 49.910 25.700
8 Cl H CH; 0.144 0.005 0.481 13
9 Cl H NH, 0.242 0.061 0.148 16
10 Cl H SH 0.045 0.010 35.540 18
11 Cl H SCH;3 0.028 0.037 9.924 16
12 Cl H NHCO,CH; 0.956 0.922 0.438
13 H Cl H 85.660 47.250 24.390
14 H Cl CH; 0.044 0.204 3.268 19
15 H Cl NH> 0.132 0.247 142.300 15
16 H Cl SH 0.020 3.773 0.503
17 H Cl SCH;3 0.122 0.569 1.091 12
18 H Cl NHCO,CH; 0.320 0.287 0.349
19 Cl Cl H 80.070 42.780 32.640
20 Cl Cl CH; 0.055 0.013 17.620 27
21 Cl Cl NH, 0.074 0.037 5.115 34
22 Cl Cl SH 0.008 0.128 26.310 37
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23 Cl Cl SCHjs 0.024 0.128 26.310 46
24 Cl Cl NHCO,CHs; 0.233 0.230 0.538
MTZ 1.228 0.350 0.216
ABZ 0.037 56.60 1.592 67
NTZ 0.013 0.055 0.110

®Los valores son la media de tres experimentos. % de reduccion metabdlica en el ensayo de MTT.

NR = no reduccioén observada

Posteriormente se sintetizaron y evaluaron los analogos 1-H de los compuestos
anteriores (Tabla 2), los cuales se sometieron a estudios de inhibicion de la
polimerizacion de la tubulina de cerebro de rata. También se encontré6 muy buena
actividad antiprotozoaria y que Unicamente los derivados bencimidazol 2-
carbamatos de metilo inhibieron la polimerizacién de la tubulina.’® Con estos
estudios se establecié que no se requiere la presencia de un hidrégeno en la
posicion 1 para tener actividad antiprotozoaria y que el mecanismo de accion de

estos derivados es diferente al de los bencimidazol 2-carbamatos de metilo.

Tabla 2. Evaluacion biolégica de los 1H-bencimidazoles

R1 N
e
R; N\
H
Comp. R, R, Rs Clso iM* Clso UM® | Viabilidad”
G.intestinalis | E. histolytica | T. spiralis

1 H H H 0.008 0.042 NR
2 H H CH; 0.317 0.007 NR
3 H H NH; 1.902 0.114 9
4 H H SH 0.040 0.133 11
5 H H SCH; 0.045 0.393 NR
6 H H NHCO,CH3; 0.057 0.204 NR
7 CI(H) H(CI) H 0.282 0.039 27
8 CI(H) H(CI) CH; 0.156 0.084 14
9 CI(H) H(CI) NH, 0.030 0.125 17
10 CI(H) H(CI) SH 0.081 0.005 13
11 CI(H) H(CI) SCH, 0.005 0.192 15
12 CI(H) H(CI) NHCO,CHj 0.066 0.350 19
13 Cl Cl H 0.358 0.096 18
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14 Cl Cl CHs; 0.065 0.025 8
15 Cl Cl NH; 0.218 0.059 2
16 Cl Cl SH 0.078 0.055 23
17 Cl Cl SCH; 0.227 0.356 17
18 Cl Cl NHCO,CH3; 0.127 0.046 14
MTZ 1.228 0.350 NR
ABZ 0.037 56.60 34

®Los valores son la media de tres experimentos. % de reduccion metabdlica en el ensayo de MTT.

NR = no reduccioén observada

2.6. Relacion Estructura actividad (SAR) biolégica de los bencimidazoles™

Rs N
SITIO C. KIS_FQ ~_
R; N\ SITIOB.
Ry

f

SITIO A.
Sitio A:
La sustitucibn en la posicion 1 con grupos que ha llevado a compuestos
antihelminticos cuando son grupos que generan con un grupo carbamato de metilo,
aunado a un hidrégeno en la posicion 1, ha llevado a los bencimidazol 2-

carbamatos, agentes antihelminticos de amplio espectro de actividad.

Sitio B:
Los cambios en la naturaleza del sustituyente de la posicion 2 han coincidido que el

mejor grupo es el carbamato de metilo aunado al hidrogeno en la posicion 1.

Sitio C:

La sustitucion en las posiciones 5(6) de los bencimidazoles 2-sustituidos es un
factor importante para determinar el perfil biolégico de estos compuestos. La
introduccion de varios sustituyentes en la posicion 5 no necesariamente aumenta la
potencia pero previene la inactivacion metabdlica. Clorados en R, presentan buena
actividad.

A partir de estos datos se han sintetizado y evaluado, diversos analogos del 5(6)

clorocarbamato de metilo para elucidar los requerimientos estructurales y aumentar
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la base de datos del laboratorio, y asi, disefiar un modelo computacional capaz de

predecir la actividad de nuevas moléculas.

Tabla 3. Actividad biolégica de derivados del 5(6)-clorocarbamato de metilo *2

Ry N Ra
j@I H—NCOOCH,
R N

2 \
R3
Comp. R1 R Ra R4 _C|50 H_M . (?ISO HM Cleo .UM.
G. intestinalis | E. histolytica | T. vaginalis
1 H H CH; | H 0.4990 0.3732 1.3140
2 Cl H CH; | H 0.9560 0.9221 0.4380
3 H Cl CH; | H 0.3200 0.2879 0.3490
4 cl cl H H 0.0308 0.0500 0.0923
5 cl cl H | CHs 0.0876 0.1824 0.1897
6 Cl Cl CHs | H 0.0625 1.0898 0.1284
7 Cl Cl CHs; | CHs 0.0556 0.0416 0.6316
Metronidazol 1.228 0.350 0.216
Albendazol 0.037 56.60 1.592

La Clso del Albendazol y Metronidazol contra los distintos protozoarios fue tomada de la referencia 13, Los
compuestos del 1-4 fueron obtenidos de la referencia 13, mientras que los compuestos de 5-8 fueron obtenidos
de la referencia 14.

2.7. Mecanismo de accion de los bencimidazol 2-carbamato de metilo

El modo de accion antihelmintico de los bencimidazoles ha sido evaluado
extensamente; sin embargo, poco se sabe del mecanismo de accion antiprotozoario.
Lo que se sabe de la accidon antihelmintica es que los bencimidazoles pueden
ejercer su actividad como inhibidores de la polimerizacion de la B-tubulina,

inhibiendo el metabolismo energético o la recaptura de la glucosa.'**®

La tubulina es una proteina dimérica citoesquelética compuesta por subunidades a 'y
B de aproximadamente 50 Kda.'® Los microttbulos existen en equilibrio dindmico
con la tubulina, la proporcion de tubulina dimérica con los microtubulos poliméricos
es controlada por proteinas endégenas regulatorias y cofactores, GTP, Mg*™® los
cuales favorecen la polimerizacién, mientras que el Ca®* o calmodulina favorecen la

despolimerizacion,'’ Los BZC ejercen su accién mediante la unién a la B-tubulina lo
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gue impide la asociacion de las subunidades para formar el microtubulo, mientras
gue por el otro lado éste se despolimeriza ocasionando una pérdida neta de su
longitud. La perturbacién del equilibrio tubulina-microtdbulo desencadena una
cascada de cambios bioquimicos y fisiolégicos, como resultado de esto un
desequilibrio celular, como pérdida de trasporte de vesiculas secretoras y

disminucién de la reabsorcién de glucosa.®

Ya que los BZC tienen una selectividad téxica sobre la B-tubulina de los parasitos,

sobre la de los mamiferos, estas moléculas se consideran antiparasitarios de gran

éxito.®

d a-Tubhulina ] ﬁ:ﬁ.im Espiral de 13

; miembros con a y B

.[ B-Tubulina ]—’ (ij tubulina alternada
Polo positivo.
Ruptura del Transporte Polo positivo,
microtubulo de vesiculas inhibido por los
aumenta por caida a lo largo del BZC
de temperatura 'y microtiibulo

Figura 9 . Mecanismo de inhibicién de la B-tubulina por los BZC.

Recientes estudios sobre las interacciones de los BZC con la tubulina de algunos
parasitos han mostrado que las poblaciones resistentes han reducido la afinidad.
Tales cambios estructurales, se presume, son causados por una mutacién en la
fenilalanina a tirosina (No. 200)*° principalmente, aunque mas de un mecanismo
puede estar involucrado en la resistencia a los BZC, como lo pueden ser sus
propiedades farmacodinamicas, pues estos son de complicada absorcion,

distribucién, metabolismo, excrecién vy sitio de accién.?>*
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Para explicar como se unen los BZC a la B-tubulina, se realiz6 un estudio
computacional que sugiere un modo de unién con la B-tubulina de Haemonchus
contorus y el sulfoxido de albendazol (ricobendazol), Figura 10. En este estudio se
muestran las interacciones con los aminodacidos en el posible sitio de union, donde
el grupo carbamato de metilo en posicion 2 del anillo de bencimidazol y los grupos
N-H en posicion 1 resultan de gran importancia debido a sus interacciones con la

fenilalanina (No. 200) y la serina (No. 165).*

Figura 10. Posible modo de union propuesto del ricobendazol a la B-tubulina de

Haemonchus contortus.
2.8. Métodos de Sintesis de los bencimidazol 2-carbamato de metilo

En la sintesis de los BZC se utiliza como materia prima una o-fenilendiamina
adecuadamente  sustituida, con 1-metoxicarbonil-S-metilisotiourea o 1,3-
dimetoxicarbonil-S-metilisotioureas en metanol, etanol o algin otro disolvente
apropiado. Como método de sintesis alternativo, las o-fenilendiaminas Il pueden

ciclarse con bromuro de ciandégeno para formar los 2-aminobencimidazoles IV con
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sustituyentes en la posicion 5(6) que por acilacién con cloroformiato de metilo dan el

carbamato V, (Esquema 1).

A partir de compuestos nitrados, se realiza una reduccion del grupo —NO,, por
hidrogenacion catalitica formando asi la 1,2-diamina correspondiente. Mientras que
los bencimidazoles con sustituyentes arilo, alquilo o heteroarilo en C-2 se obtiene
por ciclacion de la 1,2-fenilendiamina con el aldehido o acido correspondiente en
acido polifosférico.

Esquema 1. Métodos de sintesis de los bencimidazol 2-carbamato de metilo

R NO, R NH, R N
O O
NH, NH, H

R N

\>—NHCOZCH3

N
H

(a) H,, Ni-Raney; (b) H,CO,CNHC(SCH,)=NCO,CH,, H*, pH 5; (c) BrCN, (d) CICO,CH,
2.9. Métodos de sintesis de 1-metilbencimidazoles

Existen diversos métodos para la sintesis de los 1-metilbencimidazoles, el método a
elegir para la sintesis depende de los sustituyentes en el anillo aromatico.

La metilacion de los bencimidazoles produce la mezcla de los isomeros 1-metilados

en una proporcién 1:1 aproximadamente. Ya que la separacion de estos isomeros

resulta muy compleja se han disefilado métodos de sintesis alternos.
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2.9.1 A partir de 2-Nitroanilinas

Este método se basa en la sustitucion nucleofilica que sufre el nitrobenceno
sustituido por metilamina. Este tipo de reaccién tiene el inconveniente del uso de un
reactor y de altas temperaturas para poder realizar la sustitucion nucleofilica
aromatica, lo que lleva a obtener productos de doble sustitucibn como impurezas,

los cuales son dificiles de separar. Esquema 2. %

Esquema 2. Sustitucidon nucleofilica de un nitrobenceno por metilamina con su

producto secundario

NO,
Cl _ CHgNH,
EtOH
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando la importancia de las parasitosis en nuestro pais, y que los BZC son
los compuestos mas utilizados en la terapia contra las parasitosis causadas por
helmintos, tanto en el sector veterinario como el humano, toma gran importancia el
hecho de que los BZC son mas usados en parasitosis del tracto gastrointestinal,
dejando a un lado el tratamiento de las parasitosis sistémicas que también son de
relevancia clinica. Por otro lado, el desarrollo de resistencia a estos farmacos de
eleccion y la insolubilidad acuosa que los caracteriza, indican que es necesario
contar con nuevos agentes antiparasitarios que sean mas potentes que los ya

existentes.

La presente investigacion tiene como propadsito obtener informacion basica sobre los
requerimientos estructurales que deben tener los derivados del bencimidazol para la

actividad antiparasitaria.

Hoy se sabe que la actividad giardicida y trichomonicida no se restringe a los BZC y
gue el H en posicién 1 no es indispensable para la actividad. De acuerdo a pruebas
de actividad biologica realizadas in vitro a los compuestos 5(6)-clorados 2-
carbamato de metilo, el cloro en posiciébn 5 aumenta la actividad antiprotozoaria en
comparacion con la del ABZ y el MTZ, del mismo modo aumenta la actividad con el
cloro en posicion 6 en relacién al metilo y por altimo se observa que los compuestos
diclorados resultan ser de los mas activos, todos estos con una actividad mayor en
relacion a los bencimidazoles no clorados. Con base a los datos anteriores se

plantea:

» ¢Existira una diferencia significativa en la actividad antiprotozoaria por la
sustitucion en el carbamato de metilo del H con un metilo, en comparacion
con sus analogos (1-metil-1H-bencimidazol-2-il) carbamato de metilo?

* Es posible que la posicion del sustituyente (5 6 6) en el nucleo de
bencimidazol tenga un papel importante en la actividad biologia de estos

compuestos?
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
4.1. HipGtesis

Los compuestos sintetizados tendran una actividad mayor a la que
presentaron sus analogos (1-metil-1H-bencimidazol-2-il)carbamato de metilo

y los N-metilados del 5,6-diclorobencimidazol.

4.2. Objetivo General

Sintetizar y evaluar la actividad antiprotozoaria de 3 derivados del (1-metil-
1H-bencimidazol-2-il)metilcarbamato de metilo, con la finalidad de establecer
los requerimientos estructurales, determinando la importancia del enlace N-H

en la actividad antiprotozoaria.

4.3. Objetivos Particulares

Realizar la sintesis de (5-Cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metilcarbamato
de metilo AMRMX, [5(6)-Cloro-1H-bencimidazol-2-iljmetilcarbamato de metilo
AMRMXIl y (6-Cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metilcarbamato de metilo
AMRMXIII

Purificar y determinar las constantes fisicas, como punto de fusién y Rf de los

compuestos finales.

Caracterizar a los productos finales con técnicas espectroscopicas (IR, RMN)

y espectrométricas (EM)

Evaluar la actividad antiprotozoaria in vitro de los nuevos compuestos contra

E. histolytica, G. intestinalis y T. vaginalis

Comparar la actividad antiprotozoaria de los nuevos carbamatos con la de sus

analogos (1-metil-1H-bencimidazol-2-il)carbamato de metilo.
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5. METODOLOGIA

En esta seccion primeramente se describe la parte quimica, la cual incluye las
técnicas de preparacion de cada uno de los compuestos intermediarios y finales.
Después se describe la parte biolégica que consiste de las pruebas de actividad
antiprotozoaria a las que fueron sometidos los compuestos contra E. histolytica, G.

intestinalis, T. vaginalisy T. spiralis.

5.1. Parte Quimica
5.1.1. Sintesis de (5-Cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metilcarbamato de metilo
(AMRMX)

Para la sintesis del compuesto AMRMX primeramente se sintetizd6 la 1,3-
dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea (19) a partir del hemisulfato de S-metilisotiourea

comercial (17) y cloroformiato de metilo (18), como se muestra en el Esquema 3 .23

Esquema 3. Preparacion del 1,3-dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea

ScH; |t 0 O SCH O

_ NaOH, pH 7
H. A JJ\ , > )k J\ /U\
\ll\l/kNHz 1250, t o Sock ~ oa0T N

H3CO NH N OCH;

H
17 18 19

Posteriormente se siguio la secuencia de reacciones del Esquema 4 . Se partio de la
4-cloroanilina comercial (1) la cual se pulveriz6 y adicion6 sobre exceso de
anhidrido acético para dar la N-(4-clorofenil)acetamida (2); ésta, bien seca, se nitré
con mezcla sulfonitrica en frio y dio la N-(4-cloro-2-nitrofenil)acetamida (3) que
sometida a tratamiento con sulfato de dimetilo en monoglima y sosa acuosa permitié
obtener la N-(4-cloro-2-nitrofenil)-N-metil-acetamida (4). La hidrdlisis acida de 4 en
caliente llevé a la 4-cloro-N-metil-2-nitroanilina (5) la cual se redujo con hidrégeno
en presencia de Niquel Raney y dio la 4-cloro-N*-metilbenceno-1,2-diamina (6). El
tratamiento de la diamina anterior con 1,3-dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea en
caliente y medio acido dio el (5-cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)carbamato de

metilo (7), el cual se sometié a tratamiento con yoduro de metilo en medio basico y
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dio el compuesto final (5-cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metilcarbamato de
metilo (AMRMX). Adicionalmente, el compuesto 5 también se pudo preparar por
nitracion con acido nitrico fumante, en frio, del 1,4-diclorobenceno comercial (8). El
1,4-dicloro-2-nitrobenceno obtenido (9) se someti® a reaccidbn con exceso de

metilamina a presion y dio el compuesto 5.

Esquema 4. Sintesis de AMRMX a partir de dos materias primas diferentes

Cl Cl . Cl NO, cl NO,
a c
_— _— _—
\©\NH2 \©\NHCOCH3 \@NHCOCHg \@NCOCHg
1 2 3 4 n,

ld
cl N CH cl N H cl NH, cl NO,
A\ ;o <3 \>—N/ - <&
—N X
N CO,CHs N CO,CH3 NH NH
CH
7 3 6 CH3 5 CH3

AMRMX  CHs

I
Cl cl NO,
L, - X
—_—
Cl Cl
8 9
(a) Ac,0; (b) HNO,, H,S0,, 0-5 T; (c) 1) (CH,),SO,, monoglima, 2) NaOH, H,0, 30-35 C; (d) H,SO,, 80-90

<; (e) H,, Ni-Raney; (f) H,CO,CNHC(SCH,)=NCO,CH,, H", pH 5; (g) CH,l, K,CO,, DMF; (h) HNO, fum., 0-5
C, (i) CH,NH, HCI, K,CO,, 130 T, presion

5.1.2. Sintesis de [5(6)-Cloro-1H-bencimidazol-2-iljmetilcarbamato de metilo
(AMRMXII)

Para sintetizar el compuesto AMRMXII, el cual no tiene metilo en la posicién 1, se
siguid la secuencia sintética que se muestra en el Esquema 5. Se partio de la 4-
cloro-2-nitroanilina comercial (10), la cual se someti6 a reduccion catalitica con
hidrégeno y Ni-Raney para dar la 4-cloro-1,2-fenilendiamina (11), ésta se
ciclocondens6 con 19 y llevd al derivado bencimidazdlico [5(6)-Cloro-1H-
bencimidazol-2-iljlcarbamato de metilo (12), que se tratd con yoduro de metilo en
medio basico y dio el compuesto buscado AMRMXII.

Esquema 5. Sintesis de AMRMXII a partir de 4-Cloro-2-nitroanilina
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cl NO, cl NH, cl N H
|
\©i —a 5 \©i b \©: D-N-co,CH;
NH, NH, i

10 11 12 H
lc
N FHs Cl N FHs
/@: \>_N—COZCH3 - \©: \>—N—C02CH3
N

N
Cl \ \
H

H
AMR MXII
(@) H,, Ni-Raney, CH,OH, AcOEt; (b) H,CO,CNHC(SCH,)=NCO,CH,, H', pH 5; (c) CHj,l, K,CO,, DMF.

5.1.3. Sintesis de (6-Cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metilcarbamato de metilo
(AMRMXIII)

El tercer compuesto buscado, AMRMXIII, se sintetiz6 de acuerdo a las reacciones
del Esquema 6. Se partio del 2,4-dicloro-2-nitrobenceno comercial (13) que se
sometié a una reaccion de sustitucion nucleofilica con clorhidrato de metilamina y
carbonato de potasio a presion; el producto obtenido, la 5-cloro-N-metil-2-nitroanilina
(14) se sometio a reduccion catalitica con hidrogeno y Ni-Raney para dar la 4-cloro-
N-metil-1,2-diaminobenceno (15), que se ciclocondenso con (19) y llevo al derivado
bencimidazolico (6-coro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)carbamato de metilo (16).
Finalmente, (16) se tratd con yoduro de metilo y carbonato de potasio y dio el
compuesto esperado AMRMXIII.

Esquema 6. Sintesis de AMRMXIII a partir de 2,4-dicloronitrobenceno.
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cl G GHa
CI\@ o o] NH b Cl NH
—_— —_—
w 198 19
2 NO NH,
13 14 15
l :
| CH3 CH3
C N Cl N
d
\@I />_|\||co ,CH 4 - \©IN/>_NHCO ,CHj
N CH,
AMRMXIII 16

(@) CHZNH,HCI, K,CO,; (b) H,, Ni-Raney; (c) H,CO,CNHC(SCH,)=NCO,CH,, H", pH 5;
(d) CH,l, K,CO,, DMF.

5.2. Parte Bioldgica

5.2.1. Evaluacion in vitro de la actividad antiprotozoaria

El ensayo para la determinacién de la actividad antiprotozoaria se realiz6 en la
unidad de Investigacion Medica de enfermedades Infecciosas y Antiparasitarias del
IMSS. Centro Médico Siglo XXI, por el grupo de investigacion de la Dra. Lilian Yépez

Mulia

Para la evaluacién de la actividad antiprotozoaria se siguié el método descrito por
Cedillo Rivera.®® Se incubaron 5x10* trofozoitos/mL de G. intestinalis y 6x10°
trofozoitos/mL de E. histolytica y T. vaginalis con los diferentes compuestos a
concentraciones de 0.005, 0.01, 0.05, 0.1 y 0.5 pg/mL, usando el DMSO libre de
compuestos como control negativo. Los tubos se incubaron a 37 T por 48 h.
Posteriormente, los trofozoitos se resembraron en medio fresco por 48 h.
Finalmente se determind el niumero de trofozoitos por mililitro en una camara de
Neubauer. Los resultados se analizaron por medio de un analisis probit para
determinar la concentracion inhibitoria 50 (Clsg) de cada uno de los compuestos, la
cual corresponde a la concentracion del compuesto que inhibi6 en 50 % el

crecimiento de los trofozoitos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Parte quimica
Las constantes fisicas y los rendimientos obtenidos de los compuestos finales
AMRMX, AMRMX I, AMRMX lll, asi como de sus intermediarios 2-13, se muestran

enlaTabla4.

A continuacion se presenta una breve discusion de los resultados obtenidos durante
el proceso de sintesis, desde la preparacion de los intermediarios hasta los

productos finales.
6.1.1. Sintesis de los Intermediarios

El compuesto 5 se obtuvo por dos rutas sintéticas diferentes, Esquema 4. La
primera partié de la 4-cloroanilina (1) que llevo, por reacciones conocidas, a la N-(4-
cloro-2-nitrofenil)-N-metilacetamida (4), que por hidrélisis dio 5 con un rendimiento
global de 24.38% (0.977 x 0.6578 x 0.516 x 0.7352). En una segunda ruta, el 2,4-
diclorobenceno (8) llevé al 1,4-dicloro-2-nitrobenceno (9), que sometido a una
sustitucion nucleofilica aromética dio 5 con un rendimiento global mucho mayor de
84.65% (0.8701 x 0.9729).

El rendimiento global obtenido por la primera ruta para la obtencién del compuesto 5
fue menor, esto era de esperarse por el mayor nimero de pasos realizados (cuatro)
comparado con dos pasos por la otra ruta. Sin embargo, con ambas rutas se obtuvo
el compuesto AMRMX puro.

La reduccion del grupo nitro para la obtenciéon de las o-fenilendiaminas 6, 11 y 15 se
realizo empleando H, y Ni-Raney como catalizador para evitar la deshalogenacion.
Los productos obtenidos por hidrogenacion catalitica se sometieron inmediatamente
a la siguiente reaccion de ciclocondensacion, para evitar su descomposicién, dando
el derivado bencimidazélico correspondiente. En la reaccion de ciclocondensacion
se empleo el N,N"-dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea que es soluble en el disolvente
organico, al igual que la o-fenilendiamina, de tal manera que la reaccion procedio en
un medio homogéneo y dio buenos rendimientos de los intermerdiarios 7, 12 y 16.
Durante la ciclocondensacion se liberé6 metanotiol (CH3SH), el cual es sumamente
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fétido, por lo que se acondicionaron 3 trampas con solucién de hipoclorito de sodio y

una de permanganato de potasio.
6.1.2. Sintesis de los compuestos finales

En la reaccion de alquilacion de 7 6 16, por tratamiento prolongado con CHgsl y
K>.CO3; en DMF, se obtuvo predominantemente el compuesto AMRMX o AMRMX llI,
ya que solo hay una posibilidad de N-metilacion sobre el nitrdgeno en el grupo
carbamato de metilo. En cambio, cuando 12 se sometié a la misma reaccion de N-
metilacion de los dos nitr6genos existentes en la molécula, se obtuvo una mezcla
compleja de varios productos detectados por ccf, entre ellos AMRMX y AMRMXIII,
por lo que la mezcla se tuvo que separar por cromatografia flash?®>. En todos los
casos la purificacion de los productos finales fue dificil, por lo que se obtuvieron
bajos rendimientos. Cabe mencionar que los compuestos finales son novedosos y
en ese sentido se presentan los datos espectrométricos y espectroscopicos que

permitieron su identificacion.

Tabla 4. Rendimientos y constantes fisicas de los productos finales y sus
intermediarios sintetizados

. R

Compuesto Rendimiento (%) Pf (T) (Sistefma)
2 169.61 97.53 178.4-179.3  0.31 ()

3 214.61 65.78 99.5-100 0.69 (1)

4 228.63 51.6 90.8-91.5 0.42 (1)

58 186.59 73.52 106.6-107  0.65 (I)

5P 186.59 97.29 106.6-107 0.65 (1)

6 156.61 100 N.D. 0.26 (Il)

7 239.66 91.70 203.3-204.4 0.70 (VI)

9 192.00 87.01 54-57.4 0.75 ()

11 142,59 100 N.D. 0.49 (Ill)

12 225.63 52.93 295.4-296.7 0.55 (VI)

14 186.60 46.17 105.6-106.6 0.78 (V)

15 156.61 86.67 N.D. 0.35 (Il)

16 239.65 70.06 191.5-193.0 0.55 (VI)

19 206.22 50.76 100-100.6 0.59 ()
AMRMX 253. 68 15.75 135.8-136.5 0.66 (VI)
AMRMX Il 239.65 9.72 167-168.2 0.64 (VI)
AMRMX Il 253.68 17.65 166.2-167.1 0.60 (VI)

2Por hidrélisis de 4. °Por Sustitucion Nucleofilica Aromética en 9. N.D: No determinado
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6.1.3. Espectroscopia y espectrometria de los compuestos finales

Los datos espectroscopicos y espectrométricos de los compuestos finales, asi como
las asignaciones realizadas para cada compuesto, se muestran en la Tabla 5. Estos
datos permitieron la identificacién inequivoca de los compuestos AMRMX, AMRMXII
y AMRMXIII.

6.1.3.1. Espectroscopia de Infrarrojo

Los Espectros 1, 5y 10 de IR de los productos finales mostraron bandas de
estiramiento y deformacion caracteristicas de los grupos metilo (2975-2950, 1470-
1435), ademas, una banda intensa cercana a 1700 caracteristica de los grupos
carbonilo. En el caso del compuesto AMRMX Il mostré adicionalmente una banda

intensa y aguda arriba de 3000 cm™, caracteristica del N-H.
6.1.3.2. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear *H

Los datos espectroscopicos de RMN 'H de los compuestos finales fueron
concordantes con las estructuras propuestas. Asi, para AMRMX (Espectro 2) y
AMRMXIII (Espectro 11) se tienen tres sefales para los protones de los tres CHs.
Por otro lado, para poder asegurar que la estructura de la molécula AMRMX Il era la
correcta, se realizo el experimento NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement
Spectroscopy), Espectro 8, el cual mostr6 una fuerte correlacion entre los
hidrogenos del grupo N-CHs y el proton del N-H* a través del espacio, en caso de
gue estuviera el metilo en posicion 1, no podria verse interaccién por el efecto

tautomérico del H en el carbamato y el anillo del imidazol. Figura 11 .

(0]

N\ >—OCH3
/©11>7N\
cl N\ CHjy

H‘/y

Figura 11. Interaccién de H-N* del bencimidazol con CH3s-N en AMRMAXIL.
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Con esta informacion se puede asegurar que en el compuesto AMRMXII el metilo se
encuentra unido al nitrégeno del carbamato y no al nitrégeno de la posicion 1 del

bencimidazol.

6.1.3.3. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear **C

Los espectros de RMN *3C de los compuestos AMRMX y AMRMXIII concordaron
con el numero de atomos de carbono esperados para las estructuras planteadas.
Sin embargo, en el caso del compuesto AMRMXII el Espectro 7 mostré un namero
de atomos de carbono menor, debido a que hay sefiales duplicadas para los
carbonos que fusionan los anillos, asi como los que estan unidos directamente a
ellos, esto se debe al efecto tautomeérico del anillo del bencimidazol. Esto no sucede
en los deméas espectros debido a la presencia del metilo en el anillo de
bencimidazol, por lo que este dato nos sirve como una evidencia mas para asegurar
gue el metilo se encuentra en la posicion N del carbamato y no en el nitrogeno de la

posicion 1 del bencimidazol.

6.1.3.4. Espectrometria de masas

Los compuestos finales AMRMX, AMRMXII y AMRMXIII mostraron el ion molecular
esperado, asi como un pico con dos unidades mas de masa, correspondiente a la
presencia de un cloro en la molécula. La fragmentacion del carbamato por pérdida
de 59 unidades de masa dio el correspondiente pico base para los tres compuestos,
Figura 12. En el caso de los compuestos AMRMX y AMRMXIIl, que son
regioisomeros, los espectros mostraron un patron de fragmentacion semejante, con
los mismos picos para el M", M*+2 y M*-59. Estos Espectros 4, 9 y 13 se

determinaron por la técnica de impacto electronico.
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M+194

M+194

M *239
M++2=241 H

AMRMXII

AMRMXIII

Figura 12. Sitio de ruptura para generar las fragmentaciones mas importantes de

los compuestos finales.

Tabla 5. Datos espectroscOpicos y espectrométricos de los compuestos finales

Compuesto Senales
Espectro 1. IR (KBr) en cm™: 3447.62,
2961.03, 2910.45, 1729.69, 1523.08,
3 /CH3 1444.60, 1167.59, 1144.25.
4
Cls N @) Espectro 2. RMN *'H (DMSO-dg, MHz &
| \>2 N en ppm): 3.28 (s, 3H, CH3N-), 3.61 (s,
6 1 \ 3H, CHsNY), 3.70 (s, 3H, CH30-), 7.30
> |\{ CH; (dd, 1H, J = 8.46, J = 1.92 Hz, CHS6),
CH 7.62 (d, 1H, J = 9 Hz, CH7), 7.65 (d, 1H,
3 CH4 J = 2.32 Hz)
AMRMX Espectro 3. RMN **C (DMSO-ds, MHz &

en ppm: 31.15, 37.64, 54.79, 113.15,
119.63, 123.81, 127.58, 134.48, 142.22,
155.82.

Espectro 4. EM (IE") m/z (int.%): 255
(M*+2, 12), 253 (M*, 39), 196 (35), 194
(100), 166 (20).
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4 3 /

AMRMXII

Espectro 5. IR (KBr) en cm™: 3336.72,
2957.01, 1701.96, 1563.72, 1452.69,
1341.20, 1199.18, 1157.50.

Espectro 6. RMN 'H (DMSO-ds, MHz &
en ppm): 3.48 (s, 3H, CH3N-), 3.86 (s,
3H, CH30-), 7.11 (dd, 1H, J = 8.88, J
=1.92, CH6), 7.44 (d, 1H, J = 7.8 Hz,
CH7) 7.50 (d, 1H, J = 1.56 Hz, CH4),
12.13 (s, 1H, N'-H, intercambiable con
D,0).

Espectro 7. RMN *C (DMSO-ds, MHz 3
en ppm: 34.08, 53.95, 121.56, 125.70,
149.96, 154.96.

Espectro 8. Experimento NOESY . Ver
espectro

Espectro 9. EM (IE") m/z (int.%): 241
(M*+2, 9), 239 (M*, 30), 182 (30), 180
(100), 152 (26)

6
Cl > N
CHa

O  CH,
4 3 /
5 N\ >—O
2
| N

CHj

AMRMX 111

Espectro 10. IR (KBr) en cm™: 3431.62,
2950.67, 1720.91, 152.20, 1450.63,
1345.79, 1165.63

Espectro 11. RMN 'H (DMSO-ds, MHz
® en ppm): 3.28 (s, 3H, CH3N-), 3.60 (s,
3H, N'-CHs), 3.70 (s, 3H, CH30), 7.24
(dd, 1H,J=8.6 ,J=1.96 Hz) 7..58 (d,
1H, J =8.6 Hz) 7.65 (d, 1H, J = 1.56 Hz)

Espectro 12. RMN *3C (DMSO-ds, MHz
® en ppm: 30.36, 36.84, 53.98, 111.05,
120.67, 122.76, 127.36, 135.72, 139.27,
155.16.

Espectro 13. EM (IEY) m/z (int.%): 255
(M™+2, 10), 253 (M", 34), 196 (40), 194
(100), 166 (22). (17), 149 (22)
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6.2. Parte bioldgica
6.2.1. Efecto de AMRMX, AMRMX Il y AMRMX sobre E. histolytica, G. intestinalis y

T. vaginalis

Los resultados de la actividad antiprotozoaria in vitro de los tres compuestos
sintetizados junto con sus controles positivos se muestran en la Tabla 6 y Grafico
3.

Contra G intestinalis, los compuestos AMRMX, AMRMXII y AMRMXIII fueron 19, 23
y 33 veces, respectivamente, mas potentes que el metronidazol, el farmaco de
eleccién para estos parasitos. Comparados con el albendazol, la actividad fue del
mismo orden, siendo equiparable la del compuesto AMRMXIII. Destaca el
compuesto AMRMXIII como el mas activo de los tres en los tres parasitos.

Contra E. histolytica, los compuestos AMRMX, AMRMXII y AMRMXIII fueron 8, 9, y
13 veces, respectivamente, mas potentes que el metronidazol. Sin embargo,
comparados con el albendazol fueron 1,316, 1,450 y 2,096 veces mas activos,
respectivamente.

Contra T. vaginalis, los compuestos AMRMX, AMRMXIlI y AMRMXIII fueron 2.5, 2.6
y 3 veces, respectivamente, mas potentes que el metronidazol. Comparados con el
albendazol los compuestos anteriores fueron aproximadamente 19, 19 y 24 veces
mas activos. Destaca el compuesto AMRMXIII como el méas activo de los tres contra

los tres parasitos.

Tabla 6. Actividad antiprotozoaria de los compuestos finales sintetizados

Compuesto Clso (UM) Clso (M) Clso (M)
G. intestinalis E. histolytica T. vaginalis
AMRMX 0.063 0.043 0.086
AMRMKXII 0.054 0.039 0.083
AMRMXIII 0.037 0.027 0.067
Metronidazol 1.228 0.350 0.216
Albendazol 0.037 56.60 1.592
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Con el proposito de poder visualizar los resultados de actividad obtenidos se calculo
el inverso de Clgg

Lo que da el valor de 1/Clso que se presenta para cada ensayo en el Gréfico 3.

M E.histolytica

1/Clso

M G. intestinalis

T.vaginalis

Grafico 3. Potencia antiprotozoaria de los compuestos sintetizados en comparacion
con Albendazol (ABZ) y Metronidazol (MTZ).

La relacion 1,6 del metilo en 1H respecto al Cl en el anillo del bencimidazol resultd
ser la mas activa, estos resultados nos hacen ver el efecto del grupo metilo en la
posicion 1, aparentemente la presencia del grupo metilo en esta posicién no afecta
en gran medida la actividad, ya que no hay una diferencia significativa entre los
compuestos AMRMX y AMRMXII de los cuales la diferencia estructural es la
presencia del metilo en la posicion 1. Pero los tres compuestos cuentan con un

Grupo metilo en el N- del carbamato.

Al comparar la actividad antiprotozoaria de los (1-metil-1H-bencimidazol-2-il)
carbamatos de metilo compuestos 1, 2, 3, 4 de la Tabla 3, éstos muestran una
menor actividad que los compuestos sintetizados y la diferencia radica en la
presencia del metilo en el carbamato. Pese a que tampoco se encuentra el metilo
del carbamato en el compuesto 5, éste cuenta con cloros en la posicion 5 y 6,

resulta interesante mencionar que éste ultimo resulta ser mas activo que los
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compuesto sintetizados contra de G. intestinalis a diferencia que con E. histolytica y
T. vaginalis, las actividades fueron similares

En cambio los compuesto AMRMX, AMRMX Il y AMRMXIII resultaron ser los mas
activos comparados con los (1-metil-1H-bencimidazol-2-il)carbamatos de metilo
previamente sintetizados por nuestro grupo en contra de E. histolytica y T. vaginalis.
Lo que indica que los compuestos sintetizados tienen una mejora considerable en la
actividad debido a la presencia del metilo tanto en el N- del carbamato como en la
posicion 1.

El compuesto AMRMXIII resulté ser el mas activo de los tres en contra de los tres
protozoarios, estudios previos en nuestro grupo, ya se habia indicado una

preferencia por los compuestos con una relacion 1,6 metilo-cloro.

Este aumento en la actividad de los compuestos sintetizados posiblemente se deba
a un incremento en la lipofilia de la molécula dada por la presencia de los 2 grupos
metilo en posicion 1 al bencimidazol y N- carbamato, lo que le permite atravesar con

mayor facilidad la membrana celular.

B E. histolytica

1/Clso

ET. vaginalis

Gréfico 4. Potencia antiprotozoaria de los compuestos sintetizados anteriormente y
ahora en comparacion con Albendazol (ABZ) y Metronidazol (MTZ).
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Tabla 7. Actividad antiprotozoaria (Clse) de los derivados N-metilados del 5(6)

clorobencimidazol, Albendazol y Metronidazol

* En relacién al efecto tautomerico del bencimidazol

4

1 N
I
j@I D—NCOOCH;z
N
\
R3
Clso uM Clso uM Clsg pM
Compuesto . . . o o Ri | Rz | Rs | Rs
E. histolytica . intestinalis | T. vaginalis.
1 0.3732 0.4990 1.3140 H H CHs; H
2 0.9221 0.9560 0.4380 Cl CHs; H
3 0.2879 0.3200 0.3490 H Cl | CHs3 H
4 0.0500 0.0308 0.0923 chpc )y H | H
5 0.1824 0.0876 0.1897 Cl | Cl | H | CHs
6 1.0898 0.0625 0.1284 Cl | Cl |CHs| H
7 0.0416 0.0556 0.6316 Cl | Cl | CH; | CHs
AMRMX 0.043 0.063 0.086 Cl | H | CH;s | CHs
AMRMX Il 0.039 0.054 0.083 *Cl | *ClI H CHs
AMRMX Il 0.027 0.037 0.067 H Cl | CHs | CH3
Metronidazol 0.350 1.228 0.216
Albendazol 56.60 0.037 1.592

6.2.1. Evaluacion de actividad antihelmintica de los compuestos sintetizados contra

Trichinella spiralis

En este estudio se determind la actividad de los compuestos AMRMX, AMRMX Il y

AMRMX 11l sobre la fase entérica (fase adulta) de T. spiralis en un modelo murino de

triquinellosis. La actividad encontrada se compar6 con la del ABZ, farmaco de

eleccién en el tratamiento de diversas helmintiosis.

Los resultados de la actividad antihelmintica muestran en la Tabla 8 y en el Grafico

5. Los experimentos se realizaron dos veces.
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Tabla 8. Actividad in vivo de los compuestos sintetizados y el albendazol contra la

larva muscular de T. spiralis

Compuesto No. de Larvas Reduccidn de la carga
Musculares parasitaria (%)
*Control (-) 306
AMRMX NR 0
AMRMX I 240 22
AMRMX 111 NR 0
ABZ 126 58.8

Debido a que los compuestos AMRMX y AMRMIII no presentaron efecto en la

carga parasitaria, pues la reduccion de la carga parasitaria fue de 0, se realizé un

segundo ensayo, donde nuevamente no se mostré cambio en la carga parasitaria

excepto con AMRMX I, el cual mantuvo su valor, (22%) por lo que la actividad de

los compuestos sintetizados no mostré incremento como lo fue en el caso de los

protozoarios.

Efectoen T. spiralis

70

60

50

40

30

20 A

10

Reduccion de la carga parasitaria %

AMRMX I

ABZ

Grafico 5. Unico compuesto sintetizado con potencia en comparacion con
Albendazol (ABZ)
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7. CONCLUSIONES

Se sintetizaron los tres compuestos propuestos: AMRMX, AMRMXIIl y
AMRMXIII, las cuales son moléculas novedosas, las estructuras de los
compuestos se comprobo por las técnicas espectroscopicas, como IR y
RMN 'H, asi como técnicas espectrométricas. Se determinaron sus
constantes fisicas como pf y Rf. En el caso de los rendimientos estos
fueron buenos con los compuestos ya recristalizados a excepcion de la
reaccion de N-metilacion la cual da un pobre rendimiento, donde el maximo
obtenido fue de 17.51% del compuesto AMRMXIII.

Se prepararon los compuestos intermediarios para la sintesis de los
compuestos finales a partir de materias primas simples. Para el caso del
compuesto AMRMX, se probaron dos métodos diferentes, donde el primero

dio un menor rendimiento.

Se evalud la actividad antiparasitaria in vitro de los compuestos finales
contra los protozoarios G. intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis. Los tres
compuestos sintetizados tuvieron una mayor actividad que el Metronidazol
contra los tres parasitos. Con respecto al Albendazol, la actividad de los 3
compuestos fue similar contra G. intestinalis, mientras que contra E.
histolytica y T. vaginalis, fue superior la de los tres compuestos. De todos

los compuestos sintetizados el AMRMXIII fue el mas activo.

La relacion 1,6 del anillo bencimidazdlico en base al metilo-cloro y la
alquilacion en el N del carbamato es importante para la actividad biolégica
de estos compuestos, ya que AMRMXIII y AMRMXII fueron los que

mostraron mayor potencia.

La sustitucion de un —H por un CHs en el carbamato incrementa la actividad
antiparasitaria de los compuestos, no obstante en el caso de G. intestinalis,

la actividad de los compuestos no superé la del Albendazol.
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De todos los analogos de (1H-bencimidazol-2-il)carbamato de metilo, los
compuestos sintetizados fueron los de mayor actividad, lo que indica que la
presencia del metilo, tanto en el carbamato como en el anillo de
bencimidazol y la relacionl1,6 con el cloro, son de gran importancia para

mejorar la actividad biolégica de estos compuestos.
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9.1. Instrumentacion

Para efectuar las reacciones a temperatura constante se empled una parrilla
IKA modelo IKAMAG RET basica con sensor de temperatura modelo
IKATRON ETS-D4 fuzzy.

El peso de las sustancias se determiné en una balanza granataria OHAUS
E4000, o bien, en una balanza analitica Sartorius A210P.

La concentracion de las soluciones se llevaron a cabo en el rotaevaporador
marca Buchi modelo R-205 con vacio generado con bomba marca Buchi V-
800.

Las hidrogenaciones cataliticas se llevaron a cabo en un hidrogenador marca
Parr modelo 3916EG con 60 Ib/in y 80 C y 250 mL como capacidad méxima
adaptado a un tanque de hidrégeno INFRA y como catalizador Ni-Raney al
10% marca Aldrich.

La determinacién de los puntos de fusion (pf) se realizé en un aparato Buchi

modelo B-540 utilizando capilares de vidrio y no estan corregidos.

Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotometro de
transformada de Fourier, marca Perkin EImer modelo FT-IR-1600 en pastilla

de bromuro de potasio. Las sefiales se reportan en cm™.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén (RMN H) se
determinaron en un equipo Varian modelo Unity Inova de 400 MHz, utilizando
como disolvente DMSOys. Como referencia interna se utilizé tetrametilsilano
(TMS). Los desplazamientos quimicos (0) se reportan en partes por millén
(ppm). La simbologia empleada es la siguiente: s = singulete, sa = sefal

amplia, d = doblete, dd = doble de dobles, m = multiplete.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono (RMN *3C) se

determinaron en un equipo Varian modelo Unity Inova de 400 MHz, utilizando
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+ como disolvente DMSO4s. Como referencia interna se utilizo tetrametilsilano

(TMS). Los desplazamientos quimicos (8) se reportan en partes por millén

(ppm).

* Los espectros de masas por impacto electronico (IE) se determinaron por
introduccién directa de la muestra (ID), en un aparato marca JEOL modelo
JMS-SX102A. La simbologia utilizada es: ™" = i6n molecular, m/z = relacién

masa/carga y pb = pico base.

9.2. Sistemas cromatograficos

* El avance de las reacciones y la pureza de los compuestos se analizé por
cromatografia en capa fina (ccf), utilizando placas de vidrio cubiertas por gel
de silice 60, GF-254 (Merck). Los compuestos organicos se visualizaron con

luz ultravioleta (UV). Los sistemas utilizados fueron los siguientes:

Sistema Componentes Proporcion
I Hexano—Cloroformo-Acetato de etilo 50:35:15
Il Cloroformo-Metanol 90:10
11 Cloroformo-Metanol 95:5
\Y] Cloroformo-Metanol 98:2
\Y Cloroformo-Metanol 99.5:0.5
VI Acetato de etilo 100

Para la cromatografia en columna Flash se emple6 el sistema Hexano:Acetato de

etilo (80:20) como fase mavil.
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9.3. Procedimientos sintéticos

9.3.1. 1,3-dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea (19)

0 O SCH; O

SCH,
NaOH, pH 7
vzmso, + - I
|:H|\|)\NH2:| e CIJLOCI-b 0-10 T A

H, O~ “NH N7 “OCH,

PM 139.19 PM 94.50 PM 206.22
D1.223
17 18 19

En un matraz de bola de 500 mL con tres bocas, adaptado con agitacion magnética,
bafio de hielo, termometro, un potenciometro y un embudo de adicién, se mezclaron
51 g (0.3664 mol) de hemisulfato de S-metilisotiourea, 100 mL de agua y 69.711 g
(57 mL, 0.7377 mol, 2.0133 eq) de cloroformiato de metilo. La mezcla se enfrié en
bafio de hielo y después se le afiadid, lentamente, una solucion de 50 g (1.25 mol)
de NaOH en 200 mL de agua, mantenido la temperatura entre 0-15 Ty el pH 7-7.5.
El producto se extrajo 3 veces con 200 mL de cloroformo, el extracto se sec6 con
sulfato de sodio anhidrido y se evapord a presion reducida. El producto se lavé con
metanol. Se obtuvieron 38.35 g (50.76%) de cristales blancos que mostraron una
sola mancha en ccf (R; de 0.59 Sistema 1) y un pf 100-100.6 T, [Lit. ®® T].

9.3.2. Sintesis de (5-Cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metilcarbamato de metilo
(AMRMX)
9.3.2.1. 4-Cloroacetanilida (2)

Cl Cl
Ac,O
—_—
PM 102.01
NH, D 1.072 NHCOCH;4
PM 127.57 PM 169.61
1 2

En un vaso de precipitados de 100 mL, acondicionado con un termometro y
agitacibn magnética, se colocaron 32.16 g (30 mL, 0.3200 mol, 1.34 eq) de
anhidrido acético y se le fueron agregando 30 g (0.2351mol) de 4-cloroanilina (1) de
tal forma que la temperatura no excediera los 80 T. Después de la adicién se

mantuvo en agitacion 15 minutos. La mezcla de reaccion se vertié sobre agua fria 'y
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el residuo formado se separo por filtracion con succién, se lavo repetidas veces con
agua hasta pH neutro y se dejo secar al aire. Se obtuvieron 38.96 g (97.70%) de un
polvo gris, el cual mostré ser un solo compuesto por ccf (Rf 0.31, Sistema V) con
punto de fusién de 178.4-179.3 T [Lit. *’ 178-179 T].

9.3.2.2. 4-Cloro-2-nitroacetanilida (3)

Cl
Cl NO,

HNO,/H,SO,
NHCOCH;

PM 169.61 0-5C NHCOCH;
PM 214.61

2 3

En un vaso de precipitados de 500 mL, acondicionado con termémetro, agitacion
magneética, embudo de adicién y un bafio de hielo-agua con sal, se disolvieron 38.46
g (0.2268 mol) de 2 en 100 mL de H,SO, concentrado, de tal forma que la
temperatura no excediera los 20 . Terminada la ad icion se enfrié con un bafio de
hielo-sal y se adiciond gota a gota una mezcla fria de 20 mL de HNO3 y 20 mL de
H,SO, sin que la temperatura excediera los 15 C. Posteriormente, la mezcla de
reaccion se sigui¢ agitando durante 30 minutos y se vertié sobre agua-hielo. El
producto formado se separ6 por filtracion con succién, se lavd con agua hasta pH
neutro y se dejo secar al aire. El producto crudo recristalizado de etanol dio 32.01 g
(65.78%) de un solido amarillo que mostrd ser un solo compuesto por ccf (R 0.69
Sistema I) con punto de fusién 99.5-100 T, [Lit. ** Ref. 100-101 T].

9.3.2.3. N-(4-Cloro-2-nitrofenil)-N-metilacetamida (4)

cl NO, cl NO,
1) (CH,),SO,
r
NHCOCH; 2) NaOH (50 %) NCOCH5
PM 214.61
PM 228.63 CH3
3 4
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En una matraz bola de dos bocas de 50 mL, acondicionado con termémetro y
agitacion magnética; se colocaron 5 g (0.0232 mol) de 3y 7.4 g (0.0786 mol, 2.5
eq.) de sulfato de dimetilo y 15 mL de monoglima. La mezcla anterior se calent6 a
30 € y se goted, con agitaciéon vigorosa, una solucién acuosa al 50% m/v de
hidroxido de sodio (2.3 g, 0.05825 mol, 2.5 eq.) manteniendo la temperatura entre
los 30-35 T. Al terminar la adicion se comprob6 el consumo de materia prima por
ccf. La mezcla de reaccion se vertid sobre 200 g de hielo-agua, el sélido formado se
separd por filtracidon con succion, se lavo repetidas veces con agua y se dejo secar
al aire. Se obtuvieron 3.5 g (62.78%) de un sélido amarillo que recristalizados de
etanol dieron 2.58 g (51.6%) de cristales amarillos, una sola mancha por ccf (R 0.42
Sistema I) con una punto de fusién de 90.8-91.5 C, [Lit.?® 90.5-91.5 <C].

9.3.2.4. N-(4-Cloro-2-nitrofenil)-N-metilamina (5a)

Cl NO, Cl NO,
90%8';2;1 in
NCOCH; 20 min NH
PM 228.63 | PM 186.59 (I:H
H3 3
4 5

En un vaso de precipitados de 100 mL, acondicionado con un termémetro y
agitacion magnética, se adicionaron con agitacion 5 g (0.219 mol) de 4 sobre 30 mL
de H,SO,4 concentrado y la mezcla se calentdé a 90 T por 30 min. Comprobado el
consumo de la materia prima por ccf, se dej6 enfriar y después se vertié sobre 100 g
de hielo-agua. El sélido formado se separd por filtracién con succién, se lavé con
agua repetidas veces hasta pH neutro y se dej6 secar al aire. Se obtuvieron 3 g
(73.52%) de un sdlido naranja, una sola mancha por ccf, (R 0.65 Sistema I). El
producto crudo se recristalizé en etanol/agua y se obtuvieron cristales naranjas con
un punto de fusién de 106.8-107.7 T, [Lit. Ref ** 110 <.
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9.3.2.5. 4-Cloro-N*-metilbenzeno-1,2-diamina (6)

Cl NO, Cl NH,
Ni Raney/ H,
r
NH MeOH, AcOEt NH
PM 186.59 | PM 156.61 |
CHs CHa
5 6

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se colocaron 9 g (0.0482 mol) de 4-
Cloro-N-metil-2-nitroanilina, 2.7g de catalizador Ni Raney, 150 mL de Metanol y 20
mL de acetato de etilo. La botella se acopl6 al hidrogenador, se cargd con hidrogeno
hasta 30 Ib/in? y se succioné con vacio, esta operacion se realiz6 dos veces mas.
Finalmente, la botella se llené con hidrégeno hasta 60 Ib/in® y se agit6 a temperatura
ambiente hasta que no se consumié mas hidrégeno. El consumo total de hidrégeno
fue de 167 Ib/in? en 2 h. La mezcla de reaccién se filtré con succién usando Celita
para eliminar el catalizador, el filtrado se concentré a presion reducida. Se obtuvo un
polvo oscuro, una sola mancha por ccf (Rf de 0.26 Sistema Il). El producto se uso

como tal en la reaccion siguiente.

9.3.2.6. (5-Cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)carbamato de metilo (7)

cl NH, O SCH O MeOH, H,0, H" c ! J
+ )k J\ )k Calor - | >7N\
NH HecO™ “NH N7 “oCH N

CO,CH,

|
PM156.61 CH3 PM 206.22 PM239.66 CHj
6 19 7

En un matraz de bola de 500 mL con tres bocas, adaptado con agitador magnético,
tapon de hule, termometro y un condensador en posicion de reflujo conectado a tres
trampas de hipoclorito de sodio y una de permanganato de potasio, se mezclaron el
producto crudo (6) de la reaccion anterior (0.0482 mol), 13 g (0.0630 mol, 1.3 eq) de
19, 100 mL de metanol, 100 mL de agua y 2 mL de acido acético. La mezcla se llevo
a reflujo con agitacion constante durante dos horas. Posteriormente se vertio en
agua con hielo en un vaso de precipitado de 1 L y el solido formado se separé por

filtracidon con succion, se lavo repetidas veces con agua y se dejo secar al aire. Se
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obtuvo un polvo blanco que pes6 10.60 g (91.70%), una sola mancha por ccf (Rf de
0.70 Sistema V1) y un pf 203.3-204.4 T, [Lit. ** 203.0-203.8 C].

9.3.2.7. (5-Cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metilcarbamato de metilo (AMRMX)

cl N M o cl N CHs
T o
N co,cH K2C0s N Yco,cH
\ 2 3 \ 2 3
PM 239.66 CH3 PM 253.68 CH3

7 AMRMX

En un matraz de bola de 250 mL con una boca, adaptado con agitador magnético y
tapon de hule, se colocaron 4 g (0.0167 mol) de 7, 2.29 g (2 eq.) de K,COgs, 1.03 mL
de CHzl y 100 mL de DMF. La mezcla anterior se dejé en agitacion a temperatura
ambiente durante 48 h. Una ccf comprobo el consumo total de la materia prima. La
mezcla de reaccién se filtré con succion y el filtrado con la DMF se concentr6 a
presion reducida. El residuo se disolvié en diclorometano y la solucién se pasé por
una columna de alimina neutra. La solucion filtrada se concentr6 en el
rotaevaporador y el residuo, un polvo amarillo, se recristalizd de metanol. Se
obtuvieron 0.667 g (15.75%) de un polvo blanco, una sola mancha por ccf (Rf 0.66
Sistema V1) y un pf 135.8-136.5 C.

9.3.2.8. 1,4-Dicloro-2-nitrobenceno (9)

cl cl NO,
HNO, fum. D 1.49

15-35 T
Cl Cl
PM 147.00 PM 192.00

8 9

En un vaso de precipitado de 500 mL se colocaron 150 mL de HNO3 fum (D 1.49) y
se incorporaron, poco a poco y con agitacion, 75 g (0.5102 mol) de 8 por abajo de
35 €. Terminada la adicion se agité 60 min y se co mprobd el consumo de 8 por ccf.
La mezcla de reaccion se vertié sobre 600 mL de agua fria, se agit6é y se filtro con

succion. El residuo se lavo con agua fria repetidas veces, con solucion diluida de
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bicarbonato de sodio y agua fria hasta pH neutro. El producto crudo se dejo secar al
aire obteniéndose 85.24 g (87.01%) de un sdlido amarillo claro puro. Una muestra
de 10 g se recristalizd de éter de petrdleo dando 6.86 g (68.60%) de cristales
amarillo claro, una sola mancha por ccf (R 0.75 Sistema I) y pf 54-55.4 <C, [Lit. 54-
57<C].

9.3.2.9. N-(4-Cloro-2-nitrofenil)-N-metilamina (5b)

cl NO, EtOH c NO2
+  CH,NH, HCI -
K,CO, H
cl PM 67.52 N/
PM 192.00 PM 186.59 |
9 5 CH3

En un reactor Parr de un litro se mezclaron 65.25g de 1,4-dicloro-2-nitrobenceno
(0.3398 mol), 600 ml de etanol, 70.69 g de clorhidrato de metilamina (3 eq) y 75.18 g
de carbonato de potasio. La mezcla de reaccién se calenté con agitacion a 135 C
durante 5 horas y media. Una ccf comprobo el consumo total de la materia prima. El
producto crudo se separdé por filtracion con succion, se lavé con metanol frio, luego
se resuspendié en agua y agitd por 30 min., se filtré con succion, se lavoé con agua,
y se dej6 secar al aire. Se obtuvieron 61.62g (97.29%) de un sdélido anaranjado
puro. Una muestra de 5 g se recristaliz6 en etanol dando 3.86 g (77.24%) de
cristales anaranjados, una sola mancha en ccf (Rf 0.65 Sistema |) y pf 106.6-107 C,
[Lit.?* 110 TC].

9.3.3. Sintesis de [5(6)-Cloro-1H-bencimidazol-2-iljmetilcarbamato de metilo
(AMRMX 11)

9.3.3.1. 4-Cloro-1,2-fenilendiamina (11)
Cl N02 Nl Raney, H2 CI\@:NHZ
KINHZ MeOH, AcOEt NH

PM 172.57 PM 142.59
10 11
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En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se colocaron 10 g (0.0579 mol) de
4-cloro-2-nitro-anilina, 3 g de catalizador Ni Raney, 180 mL de metanol y 20 mL de
acetato de etilo. La botella se acoplé al hidrogenador y se cargd con hidrégeno
hasta 30 Ib/in?, y se succioné con vacio, esta operacion se realizé6 dos veces mas.
Finalmente, la botella se llené con hidrégeno hasta 60 Ib/in® y se agit6 a temperatura
ambiente hasta que no se consumié mas hidrégeno, alcanzando asi hasta 313 Ib/in?
en 1 hora y media. La mezcla de reaccién se filtr6 con succiéon usando Celita para
eliminar el catalizador, el filtrado se concentré a presién reducida obteniéndose un
polvo negro, Rf 0.49 (Sistema Ill) el producto se uso como tal en la reaccion

siguiente.

9.3.3.2. [5(6)-Cloro-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (12)

cl NH, O  SCH; O + Cl N H
A Calor > \
NH2 H3CO NH N OCH3 N\ COZCH3

PM 142.59 PM 206.22 PM22563 H
11 19 12

En un matraz de bola con tres bocas adaptado con agitador magnético, tapén de
hule, termémetro y un condensador en posicion de reflujo conectado a tres trampas
de hipoclorito de sodio y una de permanganato de potasio, se mezclaron el producto
crudo (11) de la reaccion anterior (0.0579 mol) 13 g de 1,3-dimetoxicarbonil-S-
metilisotiourea (0.0630 mol, 1.087 eq), 100 mL de metanol, 100 mL de agua 'y 2 mL
de acido acético como catalizador acido. La reaccion se llevo a cabo a reflujo con
agitacion constante durante dos horas. Posteriormente la reaccion se vertio en agua
con hielo en un vaso de precipitado de 1 L y se filtré con succion lavando repetidas
veces con agua, obteniéndose un polvo café que se dej6 secar al aire. Se
obtuvieron 12.3 g (94.07%) de producto crudo, el cual se recristaliz6 de EtOH/DMF
para dar 6.92 g (52.93%) de un polvo blanco nacar, el cual presenté una sola
mancha en ccf con un Rf de 0.55 (Sistema VI) con un pf de 295.4-296.7 . [Lit. #
295-304].
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9.3.3.3. [5(6)-Cloro-1H-bencimidazol-2-iljmetilcarbamato de metilo (AMRMXII)

“ A CHy © N M NG S
T ey I =—= P
N CO,CHy 2773 N CO,CHy  Cl N CO,CH,q
H H H
PM 225.63 PM 239.65
12 AMRMXI|

En un matraz de bola de una boca de 250 mL, adaptado con agitador magnético y
tapdn de hule, se mezclaron 1.02 g (0.0045 mol) de 12, 0.623 g (2 eq) de K,CO3 y
0.56 mL de CHgsl en 50 mL de DMF. La mezcla de reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante 48 h. Una ccf comprobé el consumo total de la materia prima. La
mezcla de reaccion se filtro con succion, y se concentré a sequedad. Se obtuvo un
polvo amarillo, el cual se purificé por cromatografia flash®® en una columna de 60 x
2.5 cm empacada con 50 g de gel de silice y eluida con Hexano:AcoEt (80:20). Se
obtuvieron 180 mg (15.76%) de producto puro, un solo compuesto en ccf con Rf
0.64 (Sistema VI) y pf de 167-168.2.

9.3.4. Sintesis de (6-Cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metilcarbamato de metilo
(AMRMXIII).

9.3.4.1. N-(5-Cloro-2-nitrofenil)-N-metilamina (14)

T

Cl Cl Cl NH
@[ . cHHHa —EO @[
NO, PM 67.52 K,COs NO,

PM 192.00 PM 186.60
13 14

En un reactor Parr de 300 mL se colocaron 15 g de 1,3-dicloro-4-nitrobenceno
(0.0781 mol), 150 mL de etanol, 20.7 g de clorhidrato de metilamina (3.92 eq) y
34.54 g (3.2 eq) de carbonato de potasio. La mezcla de reaccion se calenté a 110
T durante 8 h con lo que se alcanz6 una presién de 250 psi. Una ccf comprobo el
consumo total de la materia prima. La mezcla de reaccién se dej6 enfriar a
temperatura ambiente y se filtr6 con succién, lavando el residuo con metanol, el

filtrado se recristalizo de metanol. El producto se dejo secar al aire obteniéndose
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6.73 g (46.17%) de un sdlido anaranjado, una sola mancha en ccf con un Rf 0.78
(Sistema V) y pf 105.6-106.6 T. [Lit. *° 106-107]

9.3.4.2. 4-Cloro-N*-metilbenzeno-1,2-diamina (15)

7 0
Cl NH H, _ Cl NH
\©i Ni-Raney \©i
NO, NH,
PM 186.60 PM 156.61
14 15

En una botella de hidrogenacion Parr de 500 mL se suspendieron 5.54 g (0.0297
mol) de 14 y 1.66 g de catalizador Ni Raney/H, en 100 mL de Metanol y 50 mL de
Acetato de etilo. La botella se acoplé al hidrogenador y se realiz6 una purga con
hidrégeno hasta 30 Ib/in?, esta operacién se realizo 2 veces més. Luego, la botella
se llené con hidrégeno hasta 60 Ib/in y se agité a temperatura ambiente hasta que
no se consumié mas hidrégeno, alcanzando asi 100 Ib/in? durante 3 h. La mezcla de
reaccion se filtro con succion usando Celita humedecida con etanol para eliminar el
catalizador, el filtrado se concentré6 a presién reducida obteniéndose 4.03 g
(86.67%) de un aceite café oscuro. La ccf mostro 1 sola mancha con Rf de 0.35

(Sistema 11). El producto crudo se uso como tal para la siguiente reaccion.

9.3.4.3. (6-Cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)carbamato de metilo (16)

cH o
3 SCH; O o 3
cl .
N )k )\ )k MeOH, H,0, H' _ | /: N

H3CO OCH3 Calor CO -
NH 23

PM 156.61 PM 206.22 PM 239.65

15 19 16

En un matraz de bola con tres bocas, adaptado con agitador magnético, tapon de
hule, termémetro y un condensador en posicion de reflujo conectado a tres trampas
de hipoclorito de sodio y una de permanganato de potasio, se colocaron 5.56 g
(0.0355 mol) de 15, 7.32 g (0.0355 mol) de 1,3-dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea
(2.0 eq), 100 mL de metanol, 100 mL de agua y 2 mL de &cido acético como

catalizador acido. La reaccion se llevo a reflujo con agitacion constante durante dos
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horas. Posteriormente, la reaccién se verti6 en agua con hielo y se filtr6 con
succion, lavando repetidas veces con agua. Se obtuvo un polvo violeta que se dejo
secar con aire y luego se recristalizo de etanol para dar 5.96 g (70.06%) de un polvo
blanco algodonoso, el cual presenté una sola mancha en ccf con un Rf de 0.55
(Sistema VI) y un pf de 191.5-193 <. [Lit. * 191.3-192.4 T].

9.3.4.4. (6-Cloro-1-metil-1H-bencimidazol-2-il)metilcarbamato de metilo (AMRMX l1I)

CH, CH,
cl N Cco,CH; cl ' co,CH;
/ CHl /
? N K,COg » N
N N
H CH,
PM 239.65 PM 253.68
AMRMX 11l

16

En un matraz de bola de una boca de 250 mL adaptado con agitador magnético y
tapdn de hule, se colocaron 1.29 g (0.0005 mol) de 16, 0.7424 g (2 eq) de K,CO3 y
0.669 mL de CHsl, en 80 mL de DMF. Se dej6 bajo agitacion durante 48 horas, a
temperatura ambiente. Una ccf comprobé el consumo total de la materia prima. La
mezcla de reaccion se filtro con succion y se concentro a sequedad. El residuo se
disolvi6 nuevamente en diclorometano y la solucion se filtr06 nuevamente con
succién por una columna de alimina neutra. El diclorometano se evaporé a presion
reducida, y se obtuvo un polvo amarillo, el cual se recristalizd en isopropanol. Se
obtuvieron 241 mg (17.65%) de un polvo blanco, una sola mancha por ccf con un Rf
0.6 (Sistema VI) y un pf 166.2-167.1 <C.
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