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Resumen

El propésito general de esta tesis fue la sintesis y evaluacién biolégica de compuestos
disefiados como antihelminticos y/o antiprotozoarios. Todos los compuestos sintetizados son
bencimidazoles, basados en la estructura del triclabendazol (TCBZ), cuya caracteristica
estructural es tener un grupo metiltio en la posicion 2 del bencimidazol, en vez del
alcoxicarbonilamino clasico de los bencimidazol-2-carbamatos de metilo, como el albendazol
(ABZ). El TCBZ es utilizado ampliamente contra los trematodos Fasciola hepatica y

Paragonimus o fasciola del pulmén, que provocan importantes parasitosis extraintestinales.

En un primer estudio se sintetiz6 al compuesto 5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1H-
bencimidazol, llamado compuesto Alfa, disefiado como bioiséstero de TCBZ. La sintesis se
realizé a escala de 100 g con rendimiento global de 51.28% en un proceso de cinco pasos. El
compuesto Alfa fue activo al 100% a 15 mg/kg de peso en borregos y 12 mg/kg de peso en
bovinos, contra fasciolas juveniles y adultas. También se determiné su indice de seguridad
en bovinos, el cual fue de 15 veces la dosis efectiva. Estudios de microscopia electrénica, de
barrido y de transmision, demostraron el efecto del compuesto sobre F. hepatica a nivel de
ultraestructura, dafiando a las espinas y el tegumento. También se observé el dafio en la
espermatogénesis y ovogénesis de los parasitos, con lo que se cree que actia de manera
semejante al TCBZ. Adicionalmente, también se evaluo la susceptibilidad de G. intestinalis,
E. histolytica y T. vaginalis al compuesto Alfa. Se encontré que este compuesto fue selectivo

contra E. histolytica con una Clso de 26.4 nM.

En un segundo estudio se sintetizaron dos derivados 1-metilados del TCBZ a partir de
materias primas accesibles. Los regioisomeros se evaluaron contra las fases entérica y
tisular de T. spiralis en ensayos in vivo, resultando uno de ellos (compuesto 5-5) tan activo
como ABZ. Por otro lado, el TCBZ resulté ser un potente giardicida y tricomonicida, mejor

que ABZ y metronidazol.

En un tercer estudio se disefiaron y sintetizaron dos series de analogos de TCBZ; una, con

un grupo aminocarbonilo en 5(6) y otra con grupo amino directamente unido al bencimidazol.

El tipo de aminas empleadas para la sintesis de estas series de amidas y aminas fue de tipo

heterociclico como piperidinas y piperazinas. Las amidas (compuestos 6-1—6-8) resultaron

ser mejores como antihelminticos contra la larva muscular de T. spiralis que como

antiprotozoarios. El grupo de aminas bencimidazélicas, compuestos 6-9-6-16, sélo se evalu6
1



in vitro contra G. intestinales y E. histolytica, mostrando actividad moderada contra éstos

parasitos.

En esta tesis también se describe la sintesis detallada de todos los compuestos finales e
intermediarios, asi como la elucidacion estructural de los mismos. Se discuten los resultados
de actividad biolégica contra los helmintos: F. hepatica, T. spiralis y T. crassiceps y los
protozoarios: G. intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis; y adicionalmente, en el caso del
compuesto Alfa, se evalué su capacidad inhibitoria sobre la triosafosfato isomerasa de T.

cruzi.



Abstract

The general purpose of the work contained in this thesis was to synthesize and carry out the
biological evaluation of compounds designed to serve as anthelmintics and/or antiparasitics.
All compounds synthesized were benzimidazoles based on the structure of triclabendazole
(TCBZ), which contains a methylthio group at position 2 on the benzimidazole instead of the
classic alkoxycarbonylamino group seen in methyl benzimidazol-2-carbamates such as
albendazole (ABZ). TCBZ is utilized extensively against the trematodes Fasciola hepatica and

Paragonimus (lung fasciola), which cause extraintestinal parasitic diseases.

In an initial study, the compound 5-chloro-2-(methylthio)-6-(1-naphthyloxy)-1H-benzimidazole,
named "compound alpha,” was synthesized and designed as a bioisostere of TCBZ. The
synthesis was scaled to 100 g with an overall yield of 51.28% utilizing a five-step process.
Compound alpha was 100% active against juvenile and adult fasciolas in sheep at a dose of
15 mg/kg and in cattle at 12 mg/kg. Also, the compound's safety index in cattle was
determined to be fifteen times the effective dose. Studies using transmission and scanning
electron microscopy demonstrated the effect of the compound on the ultrastructure of F.
hepatica, damaging the spines and tegument. Damage to the processes of spermatogenesis
and oogenesis in the parasites was also observed, leading to the belief that compound alpha
has a similar mechanism to that of TCBZ. Moreover, the susceptibility of G. intestinalis, E.
histolytica and T. vaginalis to compound alpha was evaluated. It was found that this

compound was selective toward E. histolytica with a ICsp of 26.4 nM.

In a second study, 1-methylated derivatives of TCBZ were synthesized using accessible raw
materials. The regioisomers were evaluated against the enteral and parenteral phases of T.
spiralis in vivo, one of them (compound 5-5) resulting to be as active as ABZ. On another
hand, TCBZ resulted a potent giardicidal and trichomonicidal agent, exceeding that achieved

by ABZ and metronidazole.

In a third study, two series of TCBZ analogues were designed and synthesized; one, with an
aminocarbonyl group at position 5(6); and another, with an amino group directly attached to
the benzimidazole at the same position. The types of amines utilized in the synthesis of these
series of amides and amines were heterocyclic in nature such as piperidines and piperazines.
The amides (compounds 6-1-6-8) resulted being more effective anthelmintic agents against
T. spiralis muscle larvae, outshining their use as antiprotozoal agents. The group of
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benzimidazole amines (compounds 6-9-6-16) were only evaluated in vitro against G.

intestinalis and E. histolytica, demonstrating moderate activity against these parasites.

In this thesis, the detailed syntheses of all reaction intermediates and final compounds are
also described, along with the structural elucidation of each of these. The results obtained
from the biological activities of these compounds against the helminths: F. hepatica, T.
spiralis and T. crassiceps and the protozoans: G. intestinalis, E. histolytica and T. vaginalis
are discussed. In the case of compound alpha, its effect on triosephosphate isomerase

enzyme of T. cruzi is also discussed.



Capitulo 1. Introduccion

Capitulo 1. Introduccidén

Las parasitosis causadas por protozoarios y helmintos continlan siendo un problema de
salud en el mundo, principalmente en los paises en desarrollo, como el nuestro.
Desafortunadamente, las condiciones de pobreza econdémica de muchos paises tienen como
consecuencia gque los programas de salud sean deficientes, asi como la educacion; lo que
trae consigo malas practicas de higiene y convivencia entre humanos y animales. Esta
convivencia extrema ha ocasionado la aparicion de un buen numero de zoonosis

responsables de muchas muertes, y severos problemas en la industria pecuaria.

Dentro de las helmintiosis que afectan tanto a humanos como a animales esté la fasciolosis,
ocasionada por el trematodo Fasciola hepatica. Es una de las enfermedades parasitarias
extraintestinales mas importantes de los animales domésticos en paises con climas
templados o tropicales. En humanos, la incidencia de esta parasitosis va en aumento, siendo
Bolivia y los paises andinos los que mas la padecen en América. Desde la aparicion del
triclabendazol (TCBZ) en 1978, un bencimidazol del tipo no carbamato de metilo, no se han
propuesto nuevas alternativas de farmacos, para el tratamiento de la enfermedad, lo que ha

ocasionado la aparicién de cepas resistentes a TCBZ.

Otras helmintiosis que se desarrollan a nivel gastrointestinal y tisular, de tipo zoonéticas, son
la trichinellosis y la cisticercosis; para las cuales, desde hace décadas, el tratamiento esta
limitado al uso de albendazol (ABZ, un bencimidazol de la familia de los carbamatos) y

praziquantel (PQZ, un derivado dihidroisoquinolinico).

Dentro de las parasitosis mas comunes en el mundo, estan las causadas por protozoarios,
tales como la amoebiosis y la giardiosis para los cuales el metronidazol (MTZ) por mucho
tiempo ha sido el farmaco de eleccion; mas recientemente se viene usando la nitazoxanida
(NTZ). En las ultimas dos décadas se ha puesto de manifiesto el uso de mebendazol (MBZ) y
ABZ como antiprotozarios.

Si bien, el tratamiento preventivo de las parasitosis a través de vacunas seria la estrategia
ideal, la realidad es que todavia falta mucho por hacer en ese campo; por lo que el control de

las parasitosis recae en la quimioterapia.

Ante la imperiosa necesidad de nuevos fasciolicidas, la Facultad de Quimica, Departamento
de Farmacia de la UNAM, en colaboracién con el Instituto de Investigaciones Forestales,
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Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM emprendieron un proyecto amplio de colaboracion encaminado a la obtencion de
nuevos fasciolicidas. Se sintetizaron nuevos derivados del bencimidazol entre los cuales
surgié un iséstero del TCBZ, al que se le denominé compuesto Alfa, que resulté con
excelente actividad fasciolicida in vitro. En los estudios preliminares sobre la sintesis y
actividad de este compuesto falté informacién importante, entre otras, un procedimiento de
sintesis escalable a nivel de gramos, las constantes espectroscopicas que permitieran
establecer la estructura del compuesto Alfa inequivocamente y la determinacion de la

actividad in vivo. Parte de esta tesis trata sobre la obtencion de esta informacion.

Por otro lado, no se sabe mucho acerca de los requerimientos estructurales para la actividad
antihelmintica del TCBZ, y tomando en cuenta su estrecho espectro de accion, en esta tesis

se explor6 la actividad antiparasitaria de sus derivados 1-sustituidos.

Como se sabe, los derivados del bencimidazol conforman un grupo de compuestos con
diversas actividades, destacandose la actividad antihelmintica de los bencimidazol 2-
carbamatos (BZC) contra parasitos gastrointestinales. A éste grupo de compuestos también
se les ha encontrado actividad antiprotozoaria. Considerando la importancia de las
enfermedades parasitarias en humanos la Facultad de Quimica, Departamento de Farmacia
de la UNAM, en colaboracion con la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades
Infecciosas y Parasitarias, IMSS, (UIMEIP-IMSS) del Centro Médico Nacional Siglo XXI
emprendieron un proyecto amplio de colaboracién encaminado a la obtencién de nuevos
derivados del bencimidazol y a la determinacion de la actividad antiparasitaria in vitro e in
vivo, entre ellos aminas y carboxamidas bencimidazélicas. La otra parte de esta tesis trata

sobre el disefio, la sintesis y la actividad antiparasitaria de este tipo de compuestos.
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Capitulo 2. Antecedentes Generales

2.1. Generalidades sobre las parasitosis

Las enfermedades parasitarias causadas por protozoarios y helmintos siguen siendo un
problema de salud publica en todo el mundo. Estas enfermedades estan ampliamente
distribuidas en areas tropicales y subtropicales, en donde las instalaciones sanitarias y
condiciones higiénicas son deficientes. La poblacion afectada no solo incluye a los humanos,
sino también a los animales domésticos e inclusive animales salvajes. En los primeros, los
estragos son mayores en la poblacion infantil y en los ancianos. En el sector pecuario
también se tienen parasitosis que llevan a pérdidas econdémicas considerables que implican
gastos elevados en la prevencion y la curacion de la enfermedad. Lo anterior repercute en la

calidad de vida de las personas que las padecen y en la economia de los paises afectados.

Para tener una idea de la problematica de las parasitosis, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) estima que mas de la mitad de la poblacion mundial, alrededor de 3,500
millones de habitantes, esta parasitada, y aproximadamente 450 millones padecen de alguna
0 mas enfermedades parasitarias; la mayor proporcién corresponde a la poblacién infantil en

la que el desarrollo corporal e intelectual sufre un rezago.

Dentro de las parasitosis que afectan a los humanos destacan las helmintiosis, que afectan a
mas de 2,000 millones de personas en todo el mundo; a tal punto que 65,000 muertes
anuales se atribuyen a infecciones por nematodos gastrointestinales.’. Hay estimados que
indican que el numero de individuos infectados podria ser mayor a los reportados y que estas
parasitosis pueden propagarse de manera inadvertida durante cierto tiempo. Entre las
helmintiosis que afectan al ser humano estan la uncinariosis, oxiuriosis, cisticercosis,

fasciolosis, toxocariosis, trichinellosis y oncocercosis, por nombrar algunas.

Las protozoosis también son de gran importancia, especialmente aquellas causadas por
Giardia intestinalis y Entamoeba histolytica, agentes causales de episodios de diarrea en los
paises en desarrollo;? también las causadas por Trypanosoma cruziy Leishmania mexicana
gue no cuentan con tratamientos eficaces. EI mayor nUmero de casos de parasitosis ocurre
en Africa, Latinoamérica y Asia. En los Ultimos veinte afios se han realizado esfuerzos para
controlar la prevalencia de las enfermedades parasitarias con campafias de higiene,

sanitarias y tratamientos masivos.® En general, la quimioterapia se considera la estrategia
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mas eficaz y econdmica para el control de las parasitosis. Sin embargo, su aplicacion ha
provocado el desarrollo de parasitos resistentes a los farmacos de eleccion debido al mal uso
de éstos. Aunado a lo anterior, la carencia de farmacos alternativos pone de manifiesto la
urgente necesidad de desarrollar nuevas moléculas para combatir estos padecimientos.*

2.2. Transmision de las parasitosis

Las enfermedades transmitidas por los alimentos contaminados con parasitos siguen siendo
responsables de los altos niveles de morbilidad y mortalidad en la poblacion en general, pero
particularmente en los grupos de alto riesgo tales como los infantes, los ancianos y los

grupos inmunocomprometidos.

Las enfermedades parasitarias se presentan de forma endémica y epidémica en los paises
menos desarrollados. Las formas de transmision de los organismos patégenos mas comunes
son por la ruta fecal-oral en el agua que se bebe, por el suelo, o por contacto de persona a
persona. La transmision de patdégenos también incluye la exposicion e inhalacién de las
heces de humanos o animales infectados, o por el consumo de productos alimenticios
contaminados por el agua de riego. Otra manera de contaminarse es por el consumo de
carnes, pescados y mariscos crudos, o bien vegetales que crecen en el agua, como los
berros. Entre los parasitos mas comunes transmitidos por los alimentos estan los
protozoarios Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica, Cryptosporidium spp, Cyclospora
cayetanesis y Toxoplasma gondii; entre los helmintos se encuentran los gusanos redondos
Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura y Trichinella spiralis, los gusanos planos

Diphyllobothrium spp y Taenia spp.; y los trematodos Fasciola hepatica y Fasciola giganta.
2.3. Zoonosis, salud publica y animal

La salud humana esta estrechamente ligada a la salud y producciéon animal. Este vinculo
entre humanos, animales y medio ambiente es especialmente estrecho en las regiones en
desarrollo, donde los animales juegan un papel muy importante en la vida cotidiana, porque

proveen, ademas de la alimentacion, fuerza de trabajo y recursos econémicos.

Un buen numero de enfermedades se transmiten entre animales y humanos o viceversa,
éstas se clasifican como zoonosis; conociéndose unas 200. Entre los patégenos que las
causan estan bacterias, hongos, virus y parasitos. Mas del 60% de las infecciones que han
afectado a los humanos en las Ultimas cinco décadas han sido provocadas por patdégenos de
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origen animal. El 70% de estas infecciones zoonéticas se originan en la vida silvestre.”

La aparicion de zoonosis emergentes es un fenomeno multifactorial que incluye evolucion
ecoldgica, adaptacion microbiana, factores demograficos, factores culturales, préacticas
agricolas y comercio. Muchas de estas enfermedades tienen potencial de esparcirse de
muchas maneras y a larga distancia convirtiéndolas en un problema global de salud humana
y animal, de aqui que son un obstaculo para el desarrollo socioeconémico general. De
manera que la medicina veterinaria juega un papel importante en el control de las
enfermedades zoondticas. Las interacciones que dan lugar a infecciones zoonoticas

transmitidas por el agua se ilustran en la Figura 2.1.

Enfermedades
transmitidas
por el agua

Medio acuoso

Figura 2.1. Interacciones que dan lugar a infecciones zoongticas transmitidas por el agua.®

2.4. Parasitosis de importancia endémica en nuestro pais
2.4.1. Giardiosis

La giardiosis es considerada una enfermedad zoondética que afecta a mas de 40 especies
animales.® Es causada por el protozoario Giardia intestinalis (también llamada G. lamblia y G.
duodenalis). Infecta el intestino delgado del humano, puede ser asintomatica o sintomatica
provocando diarrea aguda o cronica y sindrome de absorcion deficiente, y en los infantes,
alteraciones de crecimiento. Su prevalencia es alta en nifios de paises en desarrollo, pero
decrece a 2-7% en paises industrializados, por lo que en paises en desarrollo la giardiosis es
considerada una causa importante de morbilidad. En México se reportaron en 2007 alrededor
de 25,500 casos de giardiosis.” Varios estudios clinicos han demostrado la emergencia de
cepas de G. intestinalis resistentes a los farmacos en uso, complicando el tratamiento de la

infeccion.®
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2.4.2. Amoebiosis

La amoebiosis también esta catalogada como una enfermedad zoondtica. El agente causal
de la amoebiosis intestinal y del absceso hepatico amebiano es la Entamoeba histolytica, un
protozoario que parasita a una gran variedad de animales ademas del hombre. En la mayoria
de los casos puede causar la muerte de los individuos si no se da el tratamiento adecuado.
Este parasito afecta a casi 50 millones de personas en el mundo, de las cuales 40,000 a
110,000 mueren cada afo, haciendo de esta enfermedad la segunda causa de muerte por
enfermedades parasitarias.®® La mayoria de los individuos infectados con E. histolytica no
presentan sintomas; sin embargo, cerca del 10% de los individuos asintomaticos infectados
desarrollan la enfermedad después de un afio de adquirir la infeccion. En México, la
amoebiosis intestinal estd entre las primeras 20 causas de morbilidad y es una de las
principales infecciones parasitarias. En 2007 se reportaron cerca de 538,000 casos, casi la
mitad de los reportados en 2003, y una incidencia de 600/100,000 habitantes'® no obstante,
se desconoce qué proporcion de esta cifra es causada por E. histolytica y qué proporcién por

E. dispar.
2.4.3. Tricomoniosis

La enfermedad conocida como tricomoniosis es causada por el protozoario Trichomonas
vaginalis el cual es transmitido sexualmente. Este protozoario flagelado es responsable de
180 millones de infecciones anuales.® El parasito infecta el epitelio escamoso del tracto
genital, puede ser una infeccion asintomatica o provocar una enfermedad inflamatoria
severa. La infeccién con el paréasito es causa de esterilidad y problemas en el embarazo.'! La
tricomoniosis, si bien no es una enfermedad zoondtica, ni se transmite por los alimentos,
tiene una prevalencia alta en paises en desarrollo. Ademas, la tricomoniosis incrementa la
susceptibilidad a la infeccion con VIH. En México, la mayor incidencia se contempla entre los
20-49 afios edad, con una tasa de infeccion de 127.48/100,000 habitantes.'? Se considera
gue es mas frecuente en las fronteras, zonas turisticas y D.F.; sin embargo, la validez de
esta informacion sobre la distribucion geografica de la parasitosis es relativa ya que no todos

los casos son registrados.
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2.4.4. Trichinellosis

El nematodo Trichinella spiralis causa una parasitosis zoonética de interés para los sistemas
de salud publica, emergente y/o reemergente en varias regiones del mundo. Como patdgeno,
T. spiralis es responsable de numerosos brotes en humanos que ocurren en diversas partes
del mundo, incluyendo a México. Se estima que 11 millones de personas pueden estar
infectadas por T. spiralis a nivel mundial."® La trichinellosis es considerada como una de las
enfermedades transmisibles importantes desde el punto de vista socioeconémico y/o
sanitario a nivel nacional y su repercusién en el comercio internacional de animales y

productos de origen animal es considerable.

Un analisis de los brotes reportados desde 1986 a 2009 ofrecio los siguientes datos: 65,818
casos y 42 muertes en 41 paises. La Organizacion Mundial de la Salud, Regién Europea,
indica que la trichinellosis represent6 el 86.47% de los casos, 50% de los cuales ocurrieron
en Rumania. La region de las Américas ocupa el 10.90% de los casos, donde Argentina
ocupa el primer lugar con 72.72% de los reportes, México esta en el cuarto lugar de los
paises estudiados con el 4.88%. La trichinellosis afectd principalmente a adultos (edad media
33.1 afios).*

Tabla 2.1. Epidemiologia de la trichinellosis reportada por la OMS por regiones, 1986-2009

No. de paises con No. de infecciones documentadas No. de
Regién trichinellosis (%) en humanos (%) muertes (%)
Africa (46) 1(2.17) 28 (0.04) 1(3.57)
América (12) 5 (42.67) 7,179 (10.90) 10 (0.10)
Mediterraneo 2 (9.09) 50 (0.07) 0
oriental (22)
Europa (50) 29 (58.00) 56,912 (86.47) 24 (0.04)
Sureste de Asia (11) 1(9.69) 219 (0.33) 1 (0.50)
Pacifico occidental 3(11.11) 1,344 (2.04) 6 (0.40)
(27)
Otros* NA 86 (0.13) 0
Total (168) 41 (24) 65,818 (100.00) 42 (0.40)

*Infecciones adquiridas en paises diferentes de donde se diagnosticaron. NA=No aplica.
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Tabla 2.2. Total de casos e incidencia de infecciones por Trichinella spp, por la OMS en la regién de
las Américas

Regién/Pais AiRos No. casos Promedio
incidencia
Regién de las Américas 7,179
Argentina 1990-2005 5,221 1.48
Canada 1987-2009 257 0.03
Chile 1991-2004 698 0.36
México 1986-2001 351 0.02
Estados Unidos 1987-2007 652 0.016-0.004

En México, la mayor parte de los reportes corresponde a brotes epidémicos, principalmente
por consumo de carne de cerdo y sus derivados; también se han detectado caballos
infectados, lo cual constituye un factor de riesgo, ya que su carne se consume debido a
factores econémicos. Otros animales en los que se ha detectado la infeccién son perros,
gatos, ratas y algunos animales exéticos en zooldgicos. Los estados de mayor endemicidad
son Zacatecas, Durango, Puebla, Edo. De México y Distrito Federal. Jalisco, Chihuahua y
Michoacan reportan una incidencia media. El menor numero de casos se ha encontrado en
Querétaro, Guerrero, Guanajuato, Colima, San Luis Potosi, Aguascalientes, Nuevo Leon,

Oaxaca, Veracruz y Sonora.*®
2.4.4.1. Ciclo de vida de Trichinella spiralis

El parasito requiere de un solo hospedero, que alberga a las formas adultas y las larvas. En

su ciclo de vida presenta dos fases:

Fase entérica. Las larvas musculares ingeridas con los alimentos (carne) se desarrollan a

parasitos adultos en el intestino delgado y se reproducen.

Fase parenteral. Fase donde sucede la liberacion de larvas recién nacidas y su

establecimiento en musculo esquelético, en células nodriza.

Las larvas ingeridas en carne cruda o mal cocida se liberan en intestino delgado y ahi sufren
4 mudas de cuticula hasta convertirse en parasitos adultos al cabo de unos 2 dias. La cépula
ocurre con los nematodos embebidos en la mucosa intestinal (en un nicho multicelular). Las
hembras liberan larvas recién nacidas (LRN) a los 7 dias de la infeccion, durante semanas,

hasta que la respuesta inmune del hospedero afecta su viabilidad.
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T. spiralis representa un buen modelo experimental para la evaluacion in vitro e in vivo de la

actividad antihelmintica de nuevos compuestos, tanto a nivel enteral como parenteral, ya que

su ciclo de vida se puede mantener de manera f4cil en animales de laboratorio.*®"*%°

Las larvas se ingieren en la
carne cruda o mal cocida

Larvas en |
células
musculares y
calcificadas

4 Las larvas se liberan de las
células "nodriza” en el
estémago

Formacidn del
complejo larva-
célula "nodriza"

Las larvas pasan a
intestino delgado

Larvas adultas
en el misculo

Las larvas adultas
se desarrollan y

viven en el intestino
delgado

Las larvas son
transportadas
por el

torrente

sanguineo
Las larvas

juveniles se
alojan en las
células del
miusculo

esquelético Las hembras liberan

larvas recien nacidas
al torrente sanguineo
o al sistema linfatico

' 4
Falla cardiaca | ) Dafio al SNC

Figura 2.2. Ciclo de vida de Trichinella spiralis.

2.4.5. Fasciolosis

Se conoce que hay mas de 100 especies de trematodos que parasitan al humano y que
afectan diversos organos, entre ellos estan las fasciolas del higado, las fasciolas de pulmon y
las fasciolas intestinales. Las infecciones causadas por trematodos son una de las
principales enfermedades tropicales desatendidas en el mundo. Se estima que 40 millones
de personas estan infectadas por al menos una de las diferentes especies de trematodos y
mas del 10% de la poblacién esta en riesgo. Las “Food-borne trematodiosis” o trematodiosis
transmitidas por los alimentos se encuentran dentro de las enfermedades tropicales menos
atendidas (NTD)."’
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La enfermedad llamada fasciolosis es causada por el parasito Fasciola hepatica, un
trematodo que constituye un problema severo de salud publica alrededor del mundo. Este
trematodo, también conocido como duela del higado, es el parasito trematodo mas grande
gue infecta al ser humano: cada adulto mide 25-30 mm de largo por 10-15 mm de ancho.

Afecta principalmente a los animales domeésticos, pero en las ultimas décadas ha emergido
como una importante zoonosis. Se encuentra ampliamente distribuido en el mundo,
resaltando los paises que tienen una importante industria pecuaria basada en la cria de
ganado bovino, ovino y caprino. Por otro lado se estima que 2.4 a 17 millones de personas

estan infectadas.’

La importancia de salud publica de F. hepatica se ha incrementado en los Ultimos 25 afios
con un estimado de 7,071 casos en 51 paises de todos los continentes,?® llegandose a
considerar como una de las enfermedades emergentes con sintomas muy leves o

presentandose de manera sub-clinica:*°

América: 3,267 casos. Europa: 2,951 casos.
Asia: 354 casos. Africa: 487 casos.
Oceania: 12 casos.
El nimero real de casos es, sin duda, mucho mayor. En estimaciones actuales se considera

que 17 millones de personas estan infectadas con F. hepatica®*°

y cerca de 180 millones
estan en riesgo de infeccién.'® La gran presencia en humanos ya no se correlaciona con

areas en las cuales la fasciolosis es un problema veterinario mayor.

Tabla 2.3. Niveles de infeccién en humanos alrededor del mundo®

Nivel de infeccion Pais Porcentaje de poblacion
infectada
Francia 0.00034 %
Muy bajo Chile 0.7%
Egipto (delta del rio Nilo) 7.3 %
Pera (Cajamarca) 10.7 %
Intermedio Puerto Rico (Corozal) 8.7 %
Iran variable
Oeste de Europa variable
Pert (Puno) 15.6 %
Alto Peru (valle Mantaro) 34.2%
Bolivia 53-100%
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Ejemplos de niveles muy bajos de infeccidn son Basse-Normandia, Francia (0.34 casos por
100,000 habitantes) y en Chile (0.7% de los sujetos estudiados). Se han reportado niveles
intermedios de infeccion en el delta del rio Nilo, Egipto (7.3%), Cajamarca, Peru (8.7%), en
Corozal, Puerto Rico (10.7%), Iran y el oeste de Europa; niveles altos de infeccién en la
region de Puno (15.6%) y el valle Mantaro (34.2%) ambos en Perq, y en el altiplano boliviano
(53-100%, dependiendo del método de deteccion) siendo ésta Ultima la region de mayor
presencia de fasciolosis humana en el mundo.'® En afios recientes (2002) se diagnosticaron
2,594 casos humanos en 42 paises, entre ellos Argentina, Bolivia, Cuba, Perl y Puerto Rico,

por lo que no debe ser subestimada la presencia del paréasito.**?*

En México se han realizado diversos estudios en los diferentes estados de la republica, los
cuales se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 2.4. Prevalencia de fasciolosis animal en México??

Prevalencia 73-100% 31-70% 2.0-21.5% <2.0% s/datos
Estados Hidalgo Guanajuato Sonora Baja California  Distrito Federal
Tabasco Tlaxcala Chiapas Yucatan Campeche
Estado de Morelos Chihuahua Quintana Roo Guerrero
México Puebla Coahuila Colima
Michoacén Jalisco Tamaulipas Nayarit
Veracruz Durango Zacatecas Sinaloa
Aguascalientes San Luis Potosi Nuevo Leodn
Oaxaca Querétaro

Datos conservadores obtenidos en México muestran que de 36 millones de bovinos, 18
millones estan expuestos a la infeccion por F. hepatica, en virtud de que el ganado se
encuentra localizado en zonas reconocidas como “faciolosas”. Sin embargo, estudios
epidemiolégicos, realizados en 2005, muestran que alrededor de 5 millones estan
realmente infectados y si reconocemos que cada animal parasitado pierde en su vida
productiva 30 kg de carne y a su vez multiplicamos estas pérdidas por $30 pesos, que en esa
época costaba cada kilo, se obtiene una pérdida global aproximada de $4,500 millones pesos

anualmente.

2.4.5.1. Ciclo de vida de Fasciola hepatica
La F. hepatica tiene un ciclo de vida complejo que incluye dos hospederos: un molusco
gasteropodo (caracoles, babosas, etc.) y su huésped definitivo, un mamifero (humanos,

vacas, ovejas, conejos, etc.).

La mayor fuente de infeccion del huésped definitivo son las plantas asociadas a cuerpos de

agua. Cuando el estado infectivo enquistado (metacercaria) es ingerido, eclosiona en el
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lumen del intestino y migra hacia el higado donde se alimenta de las células de parénquima
hepatico, causando fuertes hemorragias. F. hepatica crece lentamente, alcanzando la
madurez sexual a los dos meses de permanecer en los conductos biliares, es hermafrodita y
puede ocurrir la auto-fecundacion. Los huevecillos son producidos por cada gusano
aproximadamente después de una semana de desarrollo, pasan del conducto biliar al
duodeno y subsecuentemente a las heces. El huevo debe depositarse en agua fresca para
completar su desarrollo y eclosion, que ocurre de 10-15 dias hasta meses después,
dependiendo de la temperatura. Inmediatamente después de la eclosion, los miracidios
ciliados nadan activamente y buscan a un molusco, y, una vez penetrado sus tejidos, se
desarrollan y multiplican asexualmente. En este estado es donde la morfogénesis procede
del miracidio al esporocito y luego al estado de redia. Cada redia da origen a muchas
cercarias, que salen del molusco al agua; las cercarias se enquistan cerca de plantas
acuaticas o, incluso, el agua. La cercaria enquistada, o metacercaria, es resistente a cambios

de temperatura asi como a otros paradmetros ambientales

Los huevos no desarrollados
: son excretados en las heces Los huevos se desarrollan en
Dentro del huésped (ganado o el agua contaminada
humanos) las fasciolas adultas se alojan

en los conductos biliares y en el higado

Los miradicios
desarrollados al primer
huesped intermediario, el
caracol

Fasciola hepatica
adulta

v

El parasito se reproduce
asexualmente dentro del
caracol, produciendo cercarias

/ Esporocito Redia Cercaria
! ) 3

En el intestino delgado
las metacercarias
desenquistan

1
3
> bg
/ 1 '/ t
[ »
NS
Las metacercarias son

ingeridas a través de los
vegetales por vacas, ovejas

d
- 4
o el humano \—/

Figura 2.3. Ciclo de vida de Fasciola hepatica.18

Fuera del caracol las cercarias se
enquistan en la vegetacion
convirtiéndose en metacercarias

La fasciolosis se adquiere por la ingestibn de vegetacion o agua contaminada con las

metacercarias. Como se menciond previamente, una vez en el higado causa hemorragias y
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perforaciones. En esta fase aguda de la enfermedad puede ocurrir la muerte en el ganado

infectado.

La fasciolosis es la infeccién por helmintos mas comun en el ganado, prevalece del 30 al
90%, sobre todo en zonas tropicales; es un problema de salud animal que repercute en la
economia de las poblaciones que la padecen ya que la infeccion del ganado induce pérdidas
de productividad del mismo con consecuencias econdmicas importantes. Las afectaciones
econdmicas mas comunes se deben al decomiso parcial o total de higados infectados en los
rastros, baja produccién y mala calidad de leche, bajas tasas de crecimiento y mala
conversion alimenticia, baja produccion y mala calidad de lana y trastornos reproductivos,

entre otros.?
2.5. Tratamiento de las parasitosis
2.5.1. Tratamiento de las protozoosis

En el tratamiento de infecciones causadas por E. histolytica, G. intestinalis y T. vaginalis se
usa el metronidazol (MTZ), que ha sido por méas de tres décadas el farmaco de eleccién. Sin
embargo, ha habido un incremento en los casos de falla terapéutica debido a la aparicion de
cepas resistentes a este derivado 5-nitroimidazélico.’*?® Una alternativa es el uso de
nitazoxanida (NTZ), un derivado del 5-nitrotiazol cuya actividad in vitro contra E. histolytica y
G. intestinalis es 3 y 50 veces mas que el metronidazol, respectivamente.?®*** A raiz del
descubrimiento por el grupo de Cedillo en el Centro Médico Nacional de que el ABZ y el MBZ
afectan el disco ventral de G. intestinalis, inhibiendo su adhesion a las paredes del

duodeno;**3! éstos se han empleado para el tratamiento de la giardiosis.?"?®

o)
N
N O 07 “CH,
CH,CH,OH ON ’(\J\
o,N-_N<__cH, §7 N
\&Z/ H

Metronidazol (MTZ) Nitazoxanida (NTZ)
Rhéne-Poulenc Instituto Pasteur,
Mediados de los 50s 1980

Figura 2.4. Farmacos nitroimidazdélicos empleados como antiprotozoarios.

2.5.2. Tratamiento de las helmintiosis

Los esfuerzos para el control de las helmintiosis incluyen una gran variedad de métodos,

entre ellos estan la quimioterapia, mejoras en la educacion, sanidad e higiene. En los paises
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desarrollados esto ha tenido resultados satisfactorios, no asi en los paises en vias de
desarrollo. Sin embargo, el problema se agrava cuando los helmintos que pertenecen a la
clase nematoda, cestoda y trematoda invaden musculatura, circulacién sanguinea, higado,
pulmones y cerebro en contraste con aquellos que habitan la zona gastrointestinal. La
guimioterapia de esta clase de parasitos es algo dificil debido al indice terapéutico. Sin
embargo, el tratamiento de algunas helmintiosis que se diseminan en tejido es satisfactorio,

mientras que otras necesitan mejores farmacos.®

El ABZ, levamisol, MBZ y pirantel son los farmacos antihelminticos 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 con amplio espectro; este es la NTZ, utilizada en el tratamiento de infecciones por
protozoarios y helmintos.®* En la Figura 2.5 se muestra el primer antihelmintico
bencimidazdlico, el tiabendazol, y los farmacos que derivan de su estructura utilizados en la

guimioterapia antiparasitaria.

o
N N NH l
\ S )Y N N N
@NWS cla \@P—@ O | N\>—NHC02CH3
H H H

Tiabendazol Cambendazol Mebendazol (MBZ)
(MSD, 1961) (MSD, 1967) (Janssen, 1971)
S Cl
N P N cl 0 N
O | —NHCO ,CH, \@ —NHCO ,CH; j@I S—scH,
N N cl N
H H H
Fenbendazol Albendazol (ABZ) Triclabenedazol (TCBZ)
(Hoechst, 1974) (SKF, 1976) (Ciba-Geigy, 1978)

Figura 2.5. Algunos derivados del bencimidazol antiparasitarios.

2.5.2.1. Tratamiento de la trichinellosis

No se dispone de un tratamiento para la trichinellosis que sea 100% eficaz, pero el uso de los
derivados del bencimidazol, como ABZ, MBZ o tiabendazol, es lo indicado en la terapia,
especialmente, en la etapa de la fase entérica del parasito. Esta estrategia tiene como
proposito detener la invasion muscular; ya que en esta fase es dificil el acceso de los
farmacos, no obstante el albendazol es el farmaco que mas efecto tiene sobre la larva
muscular. Adicionalmente se administran antiinflamatorios y corticoesteroides con el fin de

aliviar las mialgias y de evitar una reaccién alérgica debida a la respuesta inmune.*
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Tabla 2.5. Farmacoterapia para el tratamiento de la trichinellosis humana

Farmaco Posologia Tipo de infeccién Fase del parasito
Albendazol 15 mg/kg/d por 8-14 dias; en Moderada a fuerte Adulto, larvas recién
dos tomas nacidas
Larva muscular
Mebendazol 15-20 mg/kg/d por 8-14 dias, Moderada a fuerte Adulto, larvas recién
en tres tomas nacidas
Tiabendazol 25 mg/kg/d por 8-14d Moderada a fuerte Adulto, larvas recién
nacidas
Prednisona 50 mg/d Severa -
Analgésicos  —e——-emeee e

2.5.2.2. Tratamiento de la fasciolosis

El farmaco de eleccion para las trematodiosis adquiridas en la alimentacion (food-borne
trematodiosis) es el praziquantel, excepto para la fasciolosis. El tratamiento ideal en
humanos es el usado en la amoebiosis aguda: dehidroemetina a una dosis de 1 mg/kg por
dia durante 10 dias;? sin embargo, en 1998 la OMS implementé un programa de control de la
fasciolosis en humanos en Egipto con el triclabendazol (TCBZ), un derivado bencimidazoélico

no carbamato de metilo.3®

El control de la infeccion animal se puede realizar en cualquier fase del desarrollo, o bien,

reduciendo el nUmero de hospederos intermediarios.

Varios compuestos quimicos estan disponibles para el tratamiento de la fasciolosis animal,
incluyendo el ABZ, closantel, clorsulon, rafoxamida, nitroxinil y TCBZ. Después de la
dosificacion, la concentracion terapéutica de estos farmacos en la sangre se alcanza a los 1-
2 dias y sélo las infecciones ya presentes son curadas; sin embargo, los animales en

pasturas contaminadas son susceptibles a la reinfeccion.

El TCBZ (Figura 2.5) requiere atencion especial, debido a que es el unico farmaco efectivo
contra las primeras fases de la infeccion; por ejemplo, la fase juvenil, en donde hay migracion
al higado provocando fasciolosis aguda. EI TCBZ también es efectivo en la fase adulta del
parasito. Este farmaco se distingue de otros derivados del bencimidazol porque tiene en su
estructura un atomo de cloro en posicién 5(6) y el grupo metiltio en posicion 2, del nucleo del
bencimidazol asi como la ausencia del grupo carbamato de metilo, estos cambios
estructurales confieren a la molécula un estrecho espectro de actividad antihelmintica pero
con alta eficacia contra F. hepatica, F. gigantica, y Fascioloides magna, careciendo de

actividad contra nematodos y cestodos.*’
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A pesar de que varios derivados bencimidazolicos tienen actividad contra algunos cestodos y
nematodos e incluso algunos trematodos, tienen poca o nula actividad contra F. hepatica.
Sdlo el albendazol se ha recomendado para su uso en la fasciolosis a pesar que su actividad
se restringe a la fase adulta del parasito y requiere de dosis muy grandes. El luxabendazol
(LXBZ) es otro bencimidazol con una gran eficacia contra organismos adultos e incluso de 6

semanas de edad pero no es muy usado.

Tabla 2.6. Eficacia de algunos farmacos contra Fasciola hepatica en ovejas37

Edad minima

Dosis D,°§'S o del parasito
L. . Ruta de . maxima Indice de
Grupo quimico Farmaco s ‘. utilizada - (semanas),
administracion tolerada seguridad .. .
(mg/Kg) (mg/Kg) eficiencia >
90%
Bitionol Oral 75 75 1 >12
Fenoles Hexaclorofeno Oral 15 40 2.6 12
halogenados Niclofolano Oral 4 12 3.0 12
Nitroxinil Subcutanea 10 40 4.0 8
Brotianida Oral 5.6 27 4.8 12
Salicilamidas C_Iosantgl Oral 7.5-10 40 4.0 6-8
Oxiclozanida Oral 15 60 4.0 12
Rafoxanida Oral 7.5 45 6.0 6
Bencimidazoles Albendazol Oral 4.75 30 8 >12
Triclabendazol Oral 10 200 20-40 1
Sulfonamidas Clorsulon* Oral 7 100 5 8
Fenoxialcanos  Diamfenetida oral 80-120 400 3.3-5.0 1 dia-6
semanas

*Datos para ganado vacuno.

Tabla 2.7. Espectro de eficacia de farmacos a las dosis recomendadas en ovejas37

Edad del parasito en semanas

Farmaco 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Bitionol, Hexaclorofeno
Oxiclonazida, Niclofolano

Albendazol 50-70% 80-99%
Clorsulon+ivermectina (inyeccion)

Clorsulon (oral) | 90-99%

Nitroxinil, Closantel 50-90% | 91-99%
Rafoxanida 50-90% 91-99%
Triclabendazol | 90-99% 99-100%

Diamfenetida | 91-100% | 50-80%

2.6. Bencimidazoles

El bencimidazol es uno de los heterociclos nitrogenados mas antiguos que se conocen.
Hoebrecker en 1872 prepar6é el 2,5 6 2,6-dimetilbencimidazol a partir de la 2-nitro-4-
metilacetanilida por reduccién quimica con Sn y HCI. Después, Landernbur y Wundt

obtuvieron el mismo compuesto a partir de 3,4-diamino tolueno y acido acético a reflujo.®

20




Capitulo 2. Antecedentes

HSC\<IN02 Sn HCl \<I
NHCOCH , NHCOCH 3\
\ CH
3
CH,CO,H
/ 2,5(6)-dimetilbencimidazol

Esquema 2.1. Primeras sintesis de bencimidazoles.

El nucleo de bencimidazol se dice que es una estructura privilegiada porque forma parte de
la estructura de un gran namero de moléculas con diferentes propiedades farmacoldgicas.
Todas las posiciones del anillo pueden ser sustituidas con diversos grupos o entidades
guimicas, pero la mayoria de los compuestos con propiedades biologicas estan sustituidos
en las posiciones 1, 2, 5 6 6. Entre las propiedades se incluyen antihipertensiva,
antiinflamatoria, antiparasitaria, antihelmintica, antifingica, antiviral, antioxidante,
antiulcerosa, antitumoral, psicoactiva, etc. Figura 2.6.
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~_S N OCH;
H;C \@E \>—NH
N
H

Albendazol
H;C OCH,

|
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| H—s N—7 | D—s,
N o cl N CH
i H

L7 - \\ﬁo
o | e, e Triclabendazol
meprazol Yos,, N A
Q8
\‘-‘.‘o
N 0 g, )
N\’/ “NH a‘\‘\vW Wy .
N= 4 H,C
CH,
: -_s\
COOH
: e
| ,)—OCH,CH, )
N
Candesartan cl Enviroxima
cl/\/N N

e CooH
N
\
CH,

Bendamustina

antiparasitario

antitumoral

Figura 2.6. Bencimidazoles con diversas propiedades biol(')gicas.39
2.6.1. Bencimidazoles antiparasitarios
El interés por el nicleo del bencimidazol para desarrollar nuevos agentes terapéuticos se
establecié en los 50s cuando se encontré que el 5,6-dimetil-1-(a-D-ribofuranosil)-1H-
bencimidazol (l) era parte integral de la vitamina B1, *?
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HO

El potencial de los bencimidazoles en la quimioterapia como antiparasitario se demostro
hasta la década de los afios 60’s con el 2-fenilbencimidazol (fencidol). En 1961 surge el
tiabendazol como un antihelmintico de amplio espectro para el tratamiento de las helmintiosis
humanas y de animales domésticos;*® con su descubrimiento nace uno de los mas
importantes grupos de antihelminticos que ha provisto de farmacos efectivos para

infecciones intestinales y tisulares.

Debido a la inactivacion por hidroxilacion metabdlica en la posicion 5 del nucleo de
bencimidazol, el tiabendazol tiene un tiempo de vida corto, por lo que los siguientes
derivados que se disefiaron y sintetizaron estan sustituidos en la posicion 5(6), como el
cambendazol. El reemplazoé el anillo de tiazol en la posicion 2 del bencimidazol, por un grupo
alcoxicarbonilamino dio origen a la familia de los bencimidazol-2-carbamatos de metilo, por
ejemplo parbendazol, MBZ, ABZ y flubendazol.***? De la sustitucién con grupos alquiltio en la

posicion 2 surgié el TCBZ.

2.6.1.2. SAR en bencimidazoles antiparasitarios
Con el proposito de establecer las relaciones estructura actividad (SAR) biolégica se han
hecho modificaciones en cuatro sitios alrededor del nacleo de bencimidazol, las cuales se

muestran en la Figura 2.7.
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Sitio B: cambios en la naturaleza de

' _ los sustituyentes en la posicion 2
Sitio C: cambios en el patron farmacoférico

y volumen estérico de la posicion 5(6)

N LI
P

Sitio D: cambio en la naturaleza \

del nucleo bencimidazélico . o i
Sitio A: sustitucion del atomo

de hidrégeno en la posicién 1

Figura 2.7. Sitios de cambios en el patrén de sustitucion del bencimidazol.*®

Sitio A: la sustitucion del H de la posicion 1 por un grupo alquilo, arilo o acilo disminuye la

actividad antihelmintica, pero no la antiprotozoaria.***

Sitio B: la naturaleza de los sustituyentes en la posicion 2 del bencimidazol juega un papel
importante en el espectro de actividad antiparasitaria. Por ejemplo, el grupo
metoxicarbonilamino (carbamato de metilo) en el MBZ lo hace util para parasitosis
gastrointestinales;***° los grupo metiltio en el TCBZ o trifluorometilo en el GNV14 les confiere

actividad contra parasitosis extraintestinales.?"*®

Sitio C: la presencia de farmacoéforos diferentes en las posiciones 5 y/6 6, como cloro, éster,
amida, amina, nitro, éter, tioéter, etc., determina el perfil biolégico de los compuestos. Los
sustituyentes en estas posiciones previenen que la molécula sufra de metabolismo oxidativo
y pierda actividad;*>?® sin embargo, en ocasiones el metabolismo del grupo o sustituyente
puede dar lugar a compuestos mas activos que el compuesto original (ej. sulféxido de ABZ vs
ABZ).*” Por otro lado, los sustituyentes en estas posiciones ayudan a seleccionar la

respuesta terapéutica hacia organismos entéricos o tisulares.*®*°

Sitio D: el cambio del nacleo heterociclico del bencimidazol por otro nucleo; por ejemplo, por

imidazopiridinas, azaindoles o indazoles, disminuye la actividad antihelmintica.

El reemplazo del NH en la posicion 1 del nucleo bencimidazélico por O o S para formar
benzoxazoles o benzotiazoles respectivamente, disminuye la actividad antihelmintica y
antiprotozoaria; sin embargo, un metilo en la posicion 1 favorece la actividad antiprotozoaria y

disminuye la actividad antihelmintica.>®>*
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De la gran variedad de modificaciones que se han hecho por nuestro grupo y otros (Figura
2.8), el resultado es que los requerimientos estructuras para la actividad antihelmintica son:
un atomo de hidrégeno de la posicién 1, un grupo metoxicarbonilamino en la posicién 2, un
grupo alquilo, arilo, o heteroarilo unido por un puente de CO, CHOH, CONN, S, SO u O. La
actividad antihelmintica disminuye cuando se cambia el metoxicarbonilamino en la posicién 2
por etoxicarbonilamino, o si se reemplaza por un acetilamino, urea, alquilo, arilo, alquiltio o
ariltio. Con algunas pocas excepciones a esta generalizacion, se destacan el tiabendazol,
cambendazol, triclabendazol y algunos benzotiazoles.

En 1992 Cedillo et al. demostraron la actividad del mebendazol y albendazol contra los
protozoarios Giardia intestinales y Trichomonas vaginalis. A partir de entonces se han
sintetizado y evaluado una gran variedad de bencimidazoles con diferentes grupos en 2 y
también sustituidos con un metilo en la posicion 1 mostrando importante efecto sobre los

protozoarios mencionados, pero también sobre Entamoeba histolytica.>*>3

Estudios de microscopia electronica han demostrado que los bencimidazoles que tienen
actividad giardicida y que no son del grupo de los bencimidazol-2-carbamatos de metilo, los
cuales inhiben la polimerizacién de la B-tubulina (Figura 2.9), no alteran el disco de adhesion
de la Giardia (rico en B-tubulina), sino otras estructuras membranales, lo que sugiere un

mecanismo de accion diferente.>

H -

Cl H

NH,CO CH,

CH,NHCO . CF,

(CH,),NCO R N g:::z

CH,CH,NHCO L | \>—R4 |

(CH,CH,),NCO 2 N 3
SCH,CH,(C,H,N

CH,0CO R \ 3 Sonae 2(CsHsN,)

OHCO R 3

5-nitrotiazol-2-aminocarbonil — COH

5(6)-cloro-5-diclorofenoxi)bencimidazol-2 H, CH, CONHR

-il-aminocarbonil NHCO,CH,

Figura 2.8. Grupos usados como sustituyentes en las posiciones 1, 2, 5y 6 del bencimidazol.

2.6.3. Mecanismo de accion de los 1H-bencimidazoles

Borgers demostr6, mediante estudios ultraestructurales, que el principal efecto del
mebendazol sobre Ascaris suum era la desintegracion de las estructuras microtubulares, por
lo que concluyé que el mecanismo prioritario de accion de los bencimidazoles del tipo

carbamato de metilo, como el albendazol, era a través de la inhibicion de la polimerizacion de
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la tubulina del parasito.>® Existen reportes de estudios que se han enfocado en correlacionar
las bases moleculares de resistencia con el mecanismo de accién, con el fin de localizar el
sitio de unién de los bencimidazoles y las causas por las que modificaciones en el mismo,
disminuyen la actividad antiparasitaria de los inhibidores.*® Estudios recientes demuestran
gue las principales mutaciones que causan resistencia de los parasitos a los bencimidazoles
se encuentran en uno de los monémeros que conforman a la unidad basica heterodimérica
del microtabulo, la B-tubulina.>’*° Vale la pena mencionar que existen otros derivados del
bencimidazol que no pertenecen al grupo de los carbamatos bencimidazélicos y que poseen
el mismo mecanismo de accion, por ejemplo el TCBZ; sin embargo, se cree que tienen sitios
de unién diferentes debido a que presentan actividad contra parasitos diferentes a los

susceptibles a los carbamatos bencimidazélicos.>’

Otro mecanismo propuesto es la inhibicion del metabolismo anaerdbico de la glucosa
mediante la inhibicion de la enzima fumarato reductasa, que transforma el fumarato a
succinato, en la mitocondria. Otra propuesta mecanistica es la interferencia con la captacion
y transporte de la glucosa exdgena a las células, lo que conduce a la disminucién de la
sintesis de ATP.%° Algunos investigadores han demostrado en experimentos in vitro que los
bencimidazoles inhiben el metabolismo de los lipidos. Se cree que estos trastornos
bioquimicos estan intimamente relacionados con la inhibicién de la polimerizacion de la -
tubulina a microtubulos, causando con ello una cascada de eventos que llevan a la muerte

del parésito.®*

Tubulina Inhibicién de la recaptura de la gluco

Bencimidazoles > $¢ —>| actividad de la fumarato reductasa y

Microtibulo otros procesos bioquimicos

Transtornos
bioquimicos

Muerte o expulsié

Reduccion de la secrecion >

de la acetilcolinesterasa Reduccién de la
movilidad

del helminto

Figura 2.9. Mecanismos de accién de los bencimidazoles.
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2.6.4. Quimica de los 1H-bencimidazoles

El 1H-bencimidazol y sus 1H-derivados presentan propiedades acido-base, tienen dos
pKas ®?lo que les permite formar sales (Esquema 2.2). Este tipo de compuestos tiene también
la propiedad intrinseca de mostrar tautomeria protonica (Esquema 2.3), entre las posiciones
1,3; por lo que existen como mezclas de tautdmeros, cuando el nucleo del 1H-bencimidazol
esta asimétricamente sustituido. Cuando el ndcleo del 1H-bencimidazol esta sustituido en la

posicién 1y es asimétrico, entonces forma regioisomeros.

H
R N+ R N R N
T — Ty — I
N pKa, = 5.5 N pKa, =13 N
\ \
H H

Esquema 2.2. Pkas de un derivado del 1H-bencimidazol.

H
/
R NH;  hocoon R 3N\ R N
— | D = D
NH, N N
H
Tautémeros
1
R
R NH2 R N R N
HCOOH 3 1
T e O+ O
NH N N
R R
1,5-disustituido 1,6-disustituido

Regioisémeros
Esquema 2.3. Tautoméros y regiosomeros de bencimidazoles 5(6) sustituidos.

2.6.4.1. Sintesis de los 1H-bencimidazoles 2,5 y/o 6 sustituidos

En la literatura existen muchos métodos de sintesis de bencimidazoles.®*®* En general, la
mayoria de los bencimidazoles con propiedades bioldgicas se preparan por ciclaciéon de las
orto-fenilendiaminas adecuadamente sustituidas en las posiciones 4 6 5, que daran los
grupos en las posiciones 5 y/o 6 del nucleo de BZ. El reactivo electrofilico con quien
condensan debe poseer las caracteristicas estructurales para dar origen a los diferentes tipos

de sustitucién en la posicion 2 del BZ.
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El método mas usado para preparar los bencimidazoles 2-alquil o 2-aril sustituidos es el de
Phillips,®® el cual consiste en calentar un acido carboxilico con la orto-fenilendiamina en
presencia de catdlisis acida, HCI 4M. Otros acidos empleados como catalizadores son:
HsPO,4, H3BO3, acido para-toluensulfénico, etc. Si se desea tener otros grupos diferentes de
un alquilo o arilo en la posicion 2 (Esquema 2.4) se utilizan reactivos tales como acido

trifluorodcetico, para dar 2-(triflurometil)bencimidazoles;**® xantato de etilo para dar 2-

mercaptobencimidazoles,*

los cuales posteriormente pueden alquilarse y dar los 2-
(alquiltio)bencimidazoles;®® acido lactico para dar 2-(1-hidroxietil)bencimidazoles;>® el acido
glicélico seguido de oxidacion produce bencimidazol-2-carbaldehidos, los cuales pueden
transformarse a amidas y ésteres por tratamiento con aminas o alcoholes en presencia de
MnO, y NaCN;* sulfato de metoxicarbonil-S-metilisotiourea o dimetoxicarbonil-S-
metilisotiurea para dar los (1H-bencimidazol-2-il)carbamatos de metilo;** imidatos de alquilo
dan 2-alquilbencimidazoles;®® urea o fosgeno para dar bencimidazol-2-onas;®® bromuro de
cianégeno o cianamida para dar bencimidazol-2-aminas.** La funcionalizacién en las
posiciones 5 y/o 6 se realiza antes de la ciclacion preferentemente. La sustitucion en la
posicion 1 regularmente se hace antes de la formacion de la diamina, ya sea por N-
alquilacién de la orto-nitroanilina correspondiente o por sustitucion nucleofilica aromatica del
orto-halonitrobenceno adecuado, ya que al metilar el nucleo del bencimidazol la tautomeria

protdnica lleva a la formacion de regioisémeros,®” Esquema 2.5.
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Esquema 2.4. Sintesis de bencimidazoles 2,5 y/o 6 sustituidos.

1 1
R NO H, R NH, 1) RNH, NO2 CH,, CH,R, CH,AY,...etc.
T R’=H, Cl, COCH,, CONHR,...etc.
R NHR R NHR 2, cat. X=Cl, F

Esquema 2.5. Sintesis de orfo-diaminobencenos sustituidos en 4 y/o 5.

2.7 Referencias

1. Ximénez G. C. Las parasitosis intestinales en México. Cuadernos FunSalud. Fundacién Mexicana para
la Salud. 2002, 36: 27-30.

2. Paniagua, G. L.; Monroy, E.; Garcia-Gonzalez, O.; Alonso, J.; Negrete, E.; Vaca, S. Two or more
enteropathogens are associated with diarrhoea in Mexican children. Annals Clinical Microbiology and
Antimicrobials. 2007, 6(1), 17-20.

3. Colley, D. G.; LoVerde, P. T.; Savioli, L. Medical helminthology in the 21st century. Science. 2001,
293(5534), 1437-1438.

4. Watkins, B. M. Drugs for the control of parasitic diseases: current status and development. Trends in
Parasitology. 2003, 19(11), 477-478.

5. Cotruvo, J. A,; Dufour, A.; G. Rees.; Bartram, J.; Carr, R.; Cliver, D. O.; Craun, G. F.; Fayer, R.; Gannon,
V. P. J. Waterborne Zoonoses: Identification, Causes and Control. WHO. 2004.

6. Ali, V.; Nozaki, T. Current therapeutics, their problems, and sulfur-containing-amino-acid metabolism as
a novel target against infections by “amitochondriate” protozoan parasites. Clinical Microbiology
Reviews. 2007, 20(1), 164-187.

7. Boletin de Vigilancia epidemiologica semana 49, 2007.

8. Escobedo, A. A.; Cimerman, S. Giardiosis: a pharmacotherapy review. Expert Opinion in
Pharmacotherapy. 2007, 8(12), 1885-902.

9. Bharti, N.; Gonzalez Garza, M. T.; Cruz-Vega, D. E.; Castro-Garza, J.; Saleem, K.; Naqvi, F.; Mauraya,
M.R.; Azam, A. Synthesis, characterization and antiamoebic activity of benzimidazole derivatives and
their vanadium and molybdenum complexes. Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters. 2002, 12(6),
869-871.

10. Ximénez, C.; Moran, P.; Rojas, L.; Valadez, A.; Gomez, A. Reassessment of the epidemiology of
amebiosis: state of the art. Infection, Genetics and Evolution. 2009, 9(6), 1023-1032.

11. Meysick, K.; Garber, G. E. Trichomonas vaginalis. Current Opinion in Infectious Diseases. 1995, 8(1),
22-25.

28



Capitulo 2. Antecedentes

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Anuario de Morbilidad del Sistema Unico de Informacion Para la Vigilancia Epidemioldgica. Direccion
General de Epidemiologia. SSA. 2008.

Dupouy-Camet, J. Trichinellosis: a worldwide zoonosis. Veterinary Parasitology. 2000, 93(3), 191-200.
Murrell, K. D.; Pozio, E. Worldwide occurrence and impact of human trichinellosis, 1986—2009.
Emerging Infectious Diseases. 2011, 17(12), 2194.

Ortega-Pierres, M. G.; Arriaga, C.; Yépez-Mulia, L. Epidemiology of trichinellosis in Mexico, Central and
South America. Veterinary Parasitology. 2000, 93(3), 201-225.

(a) Gonzélez A. J. Evaluacion de la actividad biologica in vitro de compuestos hibridos del bencimidazol
y del nitrotiazol contra la fase sistemica (larva muscular) de Trichinella spiralis mediante la tecnica del
MTT. Tesis de Licenciatura. FES-Zaragoza, UNAM. 2000 (b) Nava-Martinez A. Determinacion de la
actividad antihelmintica de dos nuevos derivados bencimidazolicos contra la triquinelosis experimental
en raton Tesis Licenciatura, Universidad del Valle de México. 2007

Toledo, R.; Esteban, J. G.; Fried, B. Current status of food-borne trematode infections. European
Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. 2012, 31(8), 1705-1718.

Hurtrez-Bousses, S.; Meunier, C.; Durand, P.; Renaud, F. Dynamics of host—parasite interactions: the
example of population biology of the liver fluke (Fasciola hepatica). Microbes and Infection. 2001, 3(10),
841-849.

Mas-Coma, M. S.; Esteban, J. G.; Bargues, M. D. Epidemiology of human Fasciolosis: a review and
proposed new classification. Bulletin World Health Organization. 1999, 77(4), 340-46.

Fayer, R. Global change and emerging infectious diseases. Journal of Parasitology. 2000, 86(6), 1174-
1181.

Robinson, M. W.; Hoey, E. M.; Fairweather, I.; Dalton, J. P.; McGonigle, S.; Trudgett, A. characterisation
of a B-tubulin gene from the liver fluke, Fasciola hepatica. International Journal for Parasitology. 2001,
31(11), 1264-1268.

Esteban, J. G.; Flores, A.; Angles, R.; Mas-Coma, S. High endemicity of human Fasciolosis between
Lake Titicaca and La Paz valley, Bolivia. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene, 1999, 93(2), 151-156.

Carrada-Bravo, T.; Martinez, J. R. E. Fasciolosis: revision clinico-epidemioldgica actualizada. Revista
Mexicana de Patologia Clinica. 2005, 52(2), 83-96.

Boreham, P. F. L.; Phillips, R. E.; Shepherd, R. W. Altered uptake of metronidazole in vitro by stocks of
Giardia intestinalis with different drug sensitivities. Transactions of the Royal Society of Tropical
Medicine and Hygiene. 1988, 82(1), 104-106.

Upcroft, J. A.; Upcroft, P. Drug susceptibility testing of anaerobic protozoa. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy. 2001, 45(6), 1810-1814.

Upcroft, J. A.; Dunn, L. A.; Wal, T.; Tabrizi, S.; Delgadillo-Correa, M. G.; Johnson, P. J.; Upcroft, P.
Metronidazole resistance in Trichomonas vaginalis from highland women in Papua New Guinea. Sexual
Health, 2009, 6(4), 334-338.

Edlind, T. D.; Hang, T. L.; Chakraborty, P. R. Activity of the anthelmintic benzimidazoles against Giardia
lamblia in vitro. Journal of Infectious Diseases. 1990, 162(6), 1408-1411.

Rodriguez-Garcia, R.; Aburto-Bandala, M.; Sanchez-Maldonado, M. |. Eficacia del albendazol en el
tratamiento de giardiosis en nifios. Boletin Médico del Hospital Infantil de México. 1996, 53(4), 173-177.
Cabello, R. R.; Guerrero, L. R.; Garcia, M. D. R. M.; Cruz, A. G. Nitazoxanide for the treatment of
intestinal protozoan and helminthic infections in Mexico. Transactions of the Royal Society of Tropical
Medicine and Hygiene. 1997, 91(6), 701-703.

Cedillo-Rivera, R.; Mufioz, O. In-vitro susceptibility of Giardia lamblia to albendazole, mebendazole and
other chemotherapeutic agents. Journal of Medical Microbiology. 1992, 37(3), 221-224.

Chavez, B.; Cedillo-Rivera, R.; Martinez-Palomo, A. Giardia lamblia: ultrastructural study of the in vitro
effect of benzimidazoles. Journal of Eukaryotic Microbiology. 1992, 39(4), 510-515.

Cedillo-Rivera, R.; Chavez, B.; Gonzélez-Robles.; Tapia, A.; Yépez-Mulia, L. In vitro effect of
nitazoxanide against Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis and Trichomonas vaginalis trophozoites.
Journal of Eukaryotic Microbiology. 2002, 49(3), 201-208.

Sharma, S. Design of new drugs for helminth diseases: lead optimization in benzimidazoles. Advances
in Drug Research. 1994, 25, 103-172.

Holden-Dye, L.; Walker, R. J. Anthelmintic drugs. In: WormBook: The Online Review of C. elegans
Biology. Pasadena (CA): WormBook; 2005. Recuperado el 5 de agosto de 2013.
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK116072/

Bruschi, F.; Dupouy-Camet, J.; Kociecka, W.; Pozio, E.; Bolas-Fernandez, F. Opinion on the diagnosis
and treatment of human trichinellosis. Expert Opinion on Pharmacotherapy. 2002, 3(8), 1117-1130.

29


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK116072/

Capitulo 2. Antecedentes

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Fairweather, |. Triclabendazole progress report, 2005-2009: an advancement of learning?. Journal of
Helminthology. 2009, 83(02), 139-150.

Fairweather I.; Boray, J. C. Fasciolicides: Efficacy, Actions, Resistance And Its Management. The
Veterinary Journal. 1999, 158, 81-112.

(a) Hobrecker, F. Chemische Berichte. 1872, 5, 920. (b) Landenber, A. Chemische Berichte. 1875, 10,
677. (c) Wundt, E. Chemische Berichte. 1878, 11, 826.

Bansal, Y.; Silakari, O. The therapeutic journey of benzimidazoles: a review. Bioorganic and Medicinal
Chemistry. 2012, 20, 6208-6236.

Brown, H. D.; Matzuk, A. R.; llves, I. R.; Peterson, L. H.; Harris, S. A.; Sarett, L. H.; Cuckler, A. C.
Antiparasitic drugs. V. 2-(4'-thiazolyl)-benzimidazole, a new anthelmintic. Journal of the American
Chemical Society. 1961, 83(7), 1764-1765.

Actor, P.; Anderson, E. L.; DiCuollo, C. J.; Ferlauto, R. J.; Hoover, J. R. E.; Pagano, J. F.; Ravin, L.;
Theodorides, V. J. New broad spectrum anthelmintic, methyl 5 (6)-butyl-2-benzimidazolecarbamate.
Nature. 1967, 215, 321.

Townsend, L. B.; Wise, D. S. The synthesis and chemistry of certain anthelmintic benzimidazoles.
Parasitology Today, 1990, 6(4), 107-112.

Anand, N.; Sharma, S. Approaches to design and synthesis of antiparasitic drugs. 1997, Capitulo 8,
195-238. Netherlands. Ed. Elsevier.

Valdez, J.; Cedillo, R.; Hernandez-Campos, A.; Yépez, L.; Hernandez-Luis, F.; Navarrete-Vazquez, G.;
Tapia, A.; Cortés, R.; Hernadndez, M.; Castillo, R. Synthesis and antiparasitic activity of 1H-
benzimidazole derivatives. Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters. 2002, 12(16), 2221-2224.
Navarrete-Vazquez, G.; Cedillo, R.; Hernandez-Campos, A.; Yépez, L.; Hernandez-Luis, F.; Valdez, J.;
Morales, R; Cortés, R; Hernandez, M.; Castillo, R. Synthesis and antiparasitic activity of 2-
(trifluoromethyl)benzimidazole derivatives. Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters. 2001, 11(2),
187-190.

Hernandez-Luis, F.; Hernandez-Campos, A.; Castillo, R.; Navarrete-Vazquez, G.; Soria-Arteche, O.;
Hernandez-Hernandez, M.; Yépez-Mulia, L. Synthesis and biological activity of 2-(trifluoromethyl)-1H-
benzimidazole derivatives against some protozoa and Trichinellas spiralis. European Journal of
Medicinal Chemistry. 2010, 45(7), 3135-3141.

Lépez-Garcia, M. L.; Torrado-Duran, S.; Torrado-Duran, J.; Martinez-Ferndndez, A. R.; Bolas-
Ferndndez, F. Albendazole versus ricobendazole (albendazole-sulphoxide) against enteral and
parenteral stages of Trichinella spiralis in mice. International Journal for Parasitology. 1997, 27(7), 781-
785.

Ram, S.; Wise, D. S.; Wotring, L. L.; McCall, J. W.; Townsend, L. B. Synthesis and biological activity of
certain alkyl 5-(alkoxycarbonyl)-1H-benzimidazole-2-carbamates and related derivatives: a new class of
potential antineoplastic and antifilarial agents. Journal of Medicinal Chemistry. 1992, 35(3), 539-547.
Kumar, S.; Seth, M.; Bhaduri, A. P.; Visen, P. K.; Misra, A.; Gupta, S.; Sen, A. B. Syntheses and
anthelmintic activity  of  alkyl 5(6)-(Substituted carbamoyl) and 5(6)-(Disubstituted
carbamoyl)benzimidazole-2-carbamates and related compounds. Journal of Medicinal Chemistry. 1984,
27(8), 1083-1089.

Luna-Gonzalez, A. Sintesis y actividad antiprotozoaria contra G. lamblia de 5-clorobenzoxazoles 2-
sustituidos. Tesis de Maestria. Facultad de Quimica, UNAM. México D.F. 2004.

Rivera-Pérez, J. A. Sintesis y actividad antiparasitaria de derivados del 6-clorobenzoxazol. Tesis de
Licenciatura. Facultad de Quimica, UNAM. México D.F. 2006.

Navarrete-Vazquez, G.; Yépez, L.; Hernandez-Campos, A.; Tapia, A.; Hernandez-Luis, F.; Cedillo, R.;
Gonzalez, J.; Martinez-Fernandez, Martinez-Grueiro; Castillo, R. Synthesis and antiparasitic activity of
albendazole and mebendazole analogues. Bioorganic and Medicinal Chemistry. 2003, 11(21), 4615-
4622.

Valdez-Padilla, D.; Rodriguez-Morales, S.; Hernandez-Campos, A.; Hernandez-Luis, F.; Yépez-Mulia,
L.; Tapia-Contreras, A.; Castillo, R. Synthesis and antiprotozoal activity of novel 1-methylbenzimidazole
derivatives. Bioorganic and Medicinal Chemistry. 2009, 17(4), 1724-1730.

Méndez-Cuesta, C. A. Sintesis alterna de Nitazoxanida y evaluacion proteémica de algunos
antiprotozoarios contra G. intestinales. Tesis de Maestria. Facultad de Quimica, UNAM. México D.F.
2007.

Borgers, M.; De, Nollin, S.; De, Brabander, M.; Thienpont, D. Influence of the anthelmintic mebendazole
on microtubules and intracellular organelle movement in nematode intestinal cells. American Journal
Veterinary Research. 1975, 36(8), 1153-1166.

Lacey, E.; Brady, R. L.; Prichard, R. K.; Watson, T. R. Comparison of inhibition of polymerization of
mammalian tubulin and helminth ovicidal activity by benzimidazoles carbamates. Veterinary

30



Capitulo 2. Antecedentes

57.

58.

59.

60.

61.

62.
63.
64.
65.

66.

67.

Parasitology. 1987, 23, 105-119

Aguayo-Ortiz, R. Estudio computacional de un modelo del posible sitio de unién de bencimidazoles a la
B-tubulina de helmintos y protozoarios. Tesis de Licenciatura. Facultad de Quimica, UNAM. México D.F.
2012.

Aguayo-Ortiz, R.; Méndez-Lucio, O.; Medina-Franco, J. L.; Castillo, R., Yépez-Mulia, L.; Hernandez-
Luis, F.; Hernandez-Campos, A. Towards the identification of the binding site of benzimidazoles to (-
tubulin of Trichinella spiralis: Insights from computational and experimental data. Journal of Molecular
Graphics and Modelling. 2013, 41, 12-19.

Aguayo-Ortiz, R.; Méndez-Lucio, O.; Romo-Mancillas, A.; Castillo, R.; Yépez-Mulia, L.; Medina-Franco,
J. L.; Hernandez-Campos, A. Molecular basis for benzimidazole resistance from a novel B-tubulin
binding site model. Journal of Molecular Graphics and Modelling. 2013, 45, 26-37

Vinaud, M. C.; Ferreira, C. S.; de Souza Lino Junior, R.; Bezerra, J. C. B. Taenia crassiceps: Energetic
and respiratory metabolism from cysticerci exposed to praziquantel and albendazole in vitro.
Experimental Parasitology, 2008, 120 (3), 221-226.

Fraga, C. M.; Costa, T. L.; Bezerra, J. C. B.; de Souza Lino Junior, R.; Vinaud, M. C. Taenia crassiceps:
Host treatment alters glycolisis and tricarboxilic acid cycle in cysticerci. Experimental Parasitology, 2012,
130 (2), 146-151.

Programa ACD labs (Advanced Chemistry Development) Software V8.19 for Solaris, 1994—2009.
Grimmett, M. R. Imidazole and benzimidazole synthesis. 1997, Netherlands. Ed. Elsevier.

Preston, P. N. Synthesis, reactions, and spectroscopic properties of benzimidazoles. Chemical Reviews,
1974, 74(3), 279-314.

Phillips, M.A. The Methylation of Benzimidazoles. Journal of the American Chemical Society. 1931,
1143-1153.

Pérez-Villanueva, J.; Herndndez-Campos, A.; Yépez-Mulia, L.; Méndez-Cuesta, C.; Méndez-Lucio, O.;
Hernandez-Luis F.; Castillo, R. Synthesis and antiprotozoal activity of novel 2-{[2-(1H-imidazol-1-
yhethyl]sulfanyl}-1H-benzimidazole derivatives. Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters. 2013,
23(14), 4221-4224.

Trejo-Soto, P. J. Sintesis de tres carboxamidas bencimidazélicas disefladas por docking como
inhibidores potenciales de la triosafosfato isomerasa (TIM) de Entamoeba histoytica. Tesis Licenciatura.
Facultad de Quimica, UNAM. México D.F. 2011.

31


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960894X13005982
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960894X13005982

Capitulo 3. Objetivos

Capitulo 3. Objetivos

3.1. Objetivos generales

Desarrollar una metodologia eficiente para la preparacién del compuesto 5-cloro-2-(metiltio)-6-
(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol (compuesto Alfa), que permita el escalamiento desde 1 a 100 g
0 mas, con el proposito de contar con cantidad suficiente para: la identificacién inequivoca de
su estructura y propiedades fisicas; evaluar la actividad biolégica in vitro e in vivo; determinar
el efecto a nivel de estructura sobre Fasciola hepatica; elaborar una formulacion para su
dosificacién en animales; y realizar los estudios farmacocinéticos.

Sintetizar los derivados 1-metilados del TCBZ con el propoésito de estudiar la importancia del
H en posicion 1 del bencimidazol para la actividad antihelmintica y antiprotozoaria in vitro e in
vivo.

Sintetizar analogos del triclabendazol y del compuesto CDRI 87-144 y evaluar su actividad

antihelmintica y antiprotozoaria.

3.1.1. Objetivos particulares

Determinar las constantes fisicas y espectroscépicas del compuesto Alfa.

Sintetizar los metabolitos sulféxido y sulfona del compuesto Alfa para los estudios del efecto
del compuesto sobre la estructura de F. hepatica.

Escalar a nivel de 100-250 g la sintesis del compuesto Alfa.

Estudiar algunas propiedades farmacocinéticas del compuesto Alfa

Estudiar el potencial antiprotozoario del compuesto Alfa contra G. intestinalis, E. histolytica y
T. vaginalis

Preparar dos derivados 1-metilados de TCBZ por sintesis total y a partir de TCBZ.

Estudiar el efecto de los derivados 1-metilados de TCBZ sobre los diferentes estadios de T.
spiralis in vivo.

Determinar el potencial antiprotozoario de TCBZ y sus derivados 1-metilados contra G.
intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis.

Sintetizar dos series de analogos de TCBZ por modificaciones en las posiciones 5 y/o 6 con
grupos del tipo carboxamidas o amidas ciclicas.

Determinar la actividad, in vitro, de la serie de analogos de TCBZ contra la larva muscular de
T. spiralisy T. crassiceps.

Determinar la susceptibilidad de G. intestinalis a los nuevos compuestos analogos de TCBZ.

Evaluar algunos parametros biofarmacéuticos de los compuestos activos como
antihelminticos.
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Capitulo 4. Sintesis y actividad biolégica del compuesto Alfa

4.1. Introduccioén

El triclabendazol (TCBZ) es el farmaco de eleccion para el tratamiento de la fasciolosis, es
efectivo en todas las etapas del ciclo de vida de la Fasciola hepatica, también es activo
contra Fasciola giganta*?y Fasciola magna;® ademas contra Paragonimus spp., pero no

contra otros cestodos y nematodos.*

Estructuralmente, el TCBZ es un derivado bencimidazdlico que posee un grupo metiltio en
la posicion 2 en lugar de un metoxicarbonilamino (carbamato de metilo) y un cloro en
posicién 5(6) del nucleo de bencimidazol, lo que lo distingue de los bencimidazol-2-il-

carbamamatos de metilo como el ABZ y LXBZ.

El TCBZ se comercializa por Ciba-Geigy como Fasinex® para uso en animales desde
principios de 1980, y como Egaten® para uso en humanos desde 1998 por Novartis. La
OMS considera a las trematodiosis, entre ellas la fasciolosis, como enfermedades
tropicales desatendidas (NTD, Neglected Tropical Desease). Esta organizacién posee un
programa en el que provee el farmaco, por peticidbn especial, gratuitamente a los paises
que lo solicitan.® Entre las regiones mas afectadas por esta infeccion esta el delta del Nilo
en Africa, Iran, Vietnam y paises como Cuba, Per( y Bolivia en América.® En México, la
fasciolosis también es una zoonosis importante, afectando casi a un tercio de la

ganaderia; en humanos, la incidencia es menor, pero se perfila en aumento.’

Debido a que no existen alternativas para el tratamiento de la fasciolosis y de los reportes
sobre la resistencia de F. hepatica hacia el TCBZ, en este capitulo se aborda la
preparacion de un bioisostero del triclabendazol, denominado compuesto Alfa, asi como

los ensayos bioldgicos in vitro e in vivo que demuestran su actividad fasciolicida.
4.2. Metabolismo del triclabendazol

El TCBZ no se detecta en sangre pero si sus metabolitos, se oxida rapidamente por la
flavinmonooxigenasa (FMO) y por el citocromo P450 (CP450) al sulféxido (TCBZSO) y la
sulfona (TCBZSO,). También sufre hidroxilacion en la posicion 4’ convirtiéndose en 4’-OH-
TCBZ, 4-OH-TCBZSO y 4’-OH-TCBZSO, (Esquema 4.1) que se excretan por la bilis en
forma de cojugados.® TCBZ, TCBZSO y TCBSO, se internan en el parasito por via oral,
pero principalmente todos los metabolitos atraviesan el tegumento de la Fasciola y se

introducen al parasito de acuerdo a su lipofilia.”® Hay evidencias de que todos los

33



Capitulo 4. Sintesis y actividad bioldgica del compuesto Alfa

metabolitos afectan al parasito pero no de la misma manera.®® Ademas, también se sabe
gue el TCBZ puede ser metabolizado a TCBSO y TCBZSO, dentro de la F. hepatica, por
lo que el metabolismo dentro del parasito también juega un papel relevante para la
actividad.

O = O, — SO,

Triclabendazol (TCBZ) Sulféxido de Triclabendazol (TCBZSO) 4’- Hidroxi sulféxido de Triclabendazol (4°-OH-TCBZSO)

ci
ci
ci o N o o
T e ey St
HO cl N l >—s\
H cl n CH

4’-Hidroxi triclabendazol (4'-OH-TCBZ) Sulfona de Triclabendazol (TCBZSO,) 4’-Hidroxi sulfona de Triclabendazol (4-OH- TCBZSO,)

Esquema 4.1. El triclabendazol y sus metabolitos. FMO= Flavinmonooxigenasa, CP450=
Citocromo P450.

4.3. Mecanismo de accion del triclabendazol

Experimentos de microscopia electronica de barrido (MEB) y de transmisiéon (MET) han
demostrado que tanto el TCBZSO como la TCBZSO, y TCBZ afectan a la estructura
externa e interna de F. hepatica, por lo que se cree que el efecto sobre el parasito es la
suma del efecto de todos los compuestos. El orden de severidad en dafios encontrado es:
TCBZS0,>TCBZSO>TCBZ.° Con estos reportes se descarta la suposicion de que la
sulfona es la forma inactiva del TCBZ;, mas aun, estudios de farmacocinética han
demostrado que la TCBZSO; es el metabolito de mayor tiempo de vida media, hasta 4-5
dias vs. 24-30 h del TCBSO;"® y que causa hasta un 41% de reduccién de la carga
parasitaria cuando se administra después de 4 semanas post-infeccion. Las formas
hidroxiladas también son capaces de romper el tequmento de F. hepatica, por lo que la
accion del farmaco podria deberse a un efecto combinado de algunos metabolitos mas

que al de un simple compuesto.®

Debido a que el TCBZ es un bencimidazol, se cree que su diana farmacoldgica es la -
tubulina del parasito, de acuerdo a algunos estudios de inmunocitoquimica utilizando
anticuerpos de antitubulina y estudios de inhibicién de polimerizacién han demostrado que
tanto el TCBZ como sus dos principales metabolitos inhiben la union de la colchicina, un
inhibidor de la polimerizacion de los microtibulos. En un homogeneizado de Fasciola el
orden de efectividad de los compuestos es: TCBZSO>colchicina>TCBZS0O, >>TCBZ.'° Se
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cree que el TCBZ se une a la B-tubulina por un sitio cercano, pero diferente al que se
unen los bencimidazol-2-carbamatos de metilo, de ahi que éstos no sean tan efectivos

contra F. hepatica y que el TCBZ no sea activo frente a otros nematodos.**

4.4. Resistencia

El uso poco controlado de Fasinex® ha propiciado la aparicion de cepas resistentes a
triclabendazol. Desde 1995 se ha venido reportando cepas resistentes de F. hepatica en
varias partes del mundo, Australia, Irlanda, Escocia, Gales, Espafa. Algunas veces se
confunde la resistencia al farmaco con la falla del tratamiento, debido a que la gravedad
de la infeccién disminuye la conversién del TCBZ a sus metabolitos activos.*'® Al menos
dos posibles mecanismos de resistencia al TCBZ han sido comprobados: modificacion del
proceso de difusion pasiva en la internalizacion del TCBZ y TCBSO por eflujo del farmaco

y aumento en el metabolismo oxidativo del parasito.

El uso de los otros fasciolicidas (closantel, oxiclozanida, nitroxinil, clorsulon y albendazol)
puede ser una estrategia para evitar que la resistencia se extienda, pero como se sabe el
TCBZ es el unico efectivo en todas las etapas del ciclo de la F. hepatica. Algunos grupos
han experimentado con terapias combinadas, con éxito moderado, tratando de afectar al
parasito por mecanismos de accion duales; por ejemplo, TCBZ y clorsulén o TCBZ e
ivermectina.’* Otros compuestos han demostrado tener efecto moderado sobre la F.
hepatica, por ejemplo el derivado nitrotiazélico, nitazoxanida.*? Otros, como los derivados
de productos naturales como el mirazid, se utlizan en Egipto, pero su efecto es
controvertido. Otro producto natural, la artemisina, un antimalarico, y sus analogos
sintéticos como los 1,2,4-trioxolanos han sido evaluados en pruebas experimentales in
vitro e in vivo. De estos ultimos, el compuesto OZ78 es uno de los mas potentes, Figura
415
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Figura 4.1. Diversidad estructural de compuestos fasciolicidas.

4.5. Sintesis de triclabendazol

La preparacion y actividad fasciolicida del TCBZ se encuentra reportada en la patente
Belga 865870 de Ciba Geigy correspondiente a la patente US 4197307 (1978, 1980).**%
En ella se reporta la sintesis del TCBZ y sus derivados oxidados, el sulfoxido y la sulfona,
primeramente via la formacion del 5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-tiol por
cinco posibles métodos: por tratamiento de la o-fenilendiamina precursora ya sea con
disulfuro de carbono, en medio alcalino, xantato de etilo, tiourea por fusion en medio
acido, tiofosgeno en frio o con tiocianato de amonio en medio acido (Esquema 4.2).
Posteriormente, el tiol se hace reaccionar con yoduro de metilo en medio alcalino o con

sulfato de dimetilo, para dar el TCBZ.

La 4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)benceno-1,2-diamina, materia prima para la sintesis, se
preparo por reduccién quimica con Fe o Sn en medio acido o catalitica con H; y Ni-Raney
como catalizador; a su vez, el éter nitroanilina se obtuvo por fusién, entre el 2,3-
diclorofenol y la 4,5-dicloro-2-nitroanilina con sosa concentrada o en soluciébn con DMF y

carbonato (Esquema 4.3).'°
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pope al=ee L — oy e

4-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)bencen 5-Cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1, 3 dihidro- 5-Cloro-6-(2,3-diclorofenoxi) 1H benci
-1,2-diamina -2H-bencimidazol-2- tlona midazol-2-tiol

Cl

lmH°H”

cl
Cl o N
K)I H—scH,
cl N
H

Triclabendazol

(a) CS, o (b) Xantato de etilo 0 (c) H,NC(S)NH,/ fusion / H* o (d) CI,CS o (e) NH,SCN / H; (f) CH,l /KOH o (CH,0),SO,.

Esquema 4.2. Preparacion de triclabendazol segun Gallay et alt

cl cl cl
cl OH Cl NH, a cl o NH, ¢ cl 0 NH,
—_— —_—
—_— —_—
cl NO, cl NO, cl NH

2,3-Diclorofenol 4,5-Dicloro-2-nitroanilina 4-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2- 4-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)ben
nitroanilina ceno-1,2-diamina

(a) Fusion / NaOH o (b) DMF / K,COy; (c) Fe /HCl o (d) H, /Ni-raney

Esquema 4.3. Preparacion de la o-fenilendiamina: 4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)benceno-1,2-
diamina.*®*’

4.6. Bioisosterismo

El bioisosterismo es una herramienta utilizada en la quimica farmacéutica para el disefio
de farmacos, consiste en la modificacion racional de un compuesto prototipo (lider) con el
fin de obtener otro con las mismas o0 mejores propiedades biolégicas. Esto se logra por
modificaciones estructurales al prototipo ya sea mejorando sus propiedades
farmacocinéticas, modificando y/o aumentando la afinidad o especificidad por un receptor,
variando sus propiedades fisicoquimicas, disminuyendo su toxicidad y cambiando el

metabolismo.

Friedman introdujo el término bioisosterismo en 1951 —defini6 como bioisésteros a todos
los atomos o0 moléculas que se ajustan a la definicion de isésteros y que poseen
semejantes actividades bioldgicas, la cuales también pueden ser antagonicas— para
describir el fenbmeno observado entre sustancias estructuralmente relacionadas que

presentan propiedades biologicas similares o antagonicas.

Después, Thornber propuso una ampliacion del término definiendo a los bioisGsteros
como subunidades o grupos o moléculas que poseen propiedades fisicoquimicas y
propiedades bioldgicas semejantes.

Mas recientemente Burguer redefinié a los bioisdésteros como compuestos o0 grupos que
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poseen formas y volimenes casi iguales, aproximadamente la misma distribucion

electronica y que exhiben similares propiedades fisicas.

En moléculas biolégicamente activas, el reemplazo de un atomo o grupo de atomos por
otro que presente propiedades fisicoquimicas semejantes, se basa en el concepto de
isosterismo que introdujo Langmiuir desde 1919, definiendo a los isGsteros como
sustancias que poseen mismo numero de atomos y mismo numero de electrones de
valencia. Después, Grimm’s en 1925 propuso la regla del desplazamiento de hidruro que
establece que la adicién de un hidruro forma un psedoatomo el cual presenta las mismas
propiedades fisicas de aquellos atomos que se encuentran en la columna inmediatamente
posterior, en la tabla perioddica, al &tomo inicial. En 1932 Erlenmeyer redefinié el concepto
de is6steros como atomos, iones y moléculas en las que las capas periféricas de
electrones pueden considerarse idénticas. Su contribucion incluye la propuesta de que
elementos en la misma columna de la tabla peridédica son isGsteros entre ellos, y la

creacion del concepto de anillos electrénicamente equivalentes.*®
4.6.1. Divisién de Bioisosterismo

Burguer dividio a los bioisésteros como clasicos y no clasicos.

e Bioisésteros clasicos son aquellos que se apegan de forma general a las
definiciones de isosterismo de Grimm’s y Erlenmeyer.
e Bioisosteros no-clasicos son aquellos que no se apegan a las definiciones estéricas

y electronicas de lo isésteros clasicos pero que tienen la misma actividad biol6gica

Bioisosteros
Isésteros

'

Isosteros
Sustancias que
poseen mismo

numero de atomos y
mismo numero de
electrones de
valencia

Propiedades biolégicas
semejantes, agonistas
0 antagonistas

Bioisésteros Bioisosteros

Clasicos Compuesos 0 grupos que
Apegado a las reglas poseen forma y voltimenes
Friedman 1951 isosterismo clasico casi iguales, semejante

distribucion elecrénica y
similares propiedaes fisicas

Isosteros

Langmuir 1919 Elementos d e la

No-clasicos

tabla periédica son

isésteros entre si No apegado a las reglas y biolégicas

isosterismo clasico

Regla del
desplazamiento
de Hidruro: Erlenmeyer 1932 Subunidades , dtomos o
Atomo + Hidruro

Biois6steros

Burger 1970 -1991

grupos de atomos con
propiedades
fisicoquimicas y
biolégicas semejantes

pseudoatomo
Grimm’s 1925

Thornber 1979

Figura 4.2. Evolucién del concepto de bioisosterismo.

Un ejemplo representativo de la aplicacion del reemplazo bioisostérico es el desarrollo del

pronetalol, un antagonista p-blogqueador, a partir del isoproterenol, un agonista-
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antagonista parcial beta, optimizando las propiedades farmacodinamicas y
farmacocinéticas. Primeramente se sustituyeron los OH fendlicos, en el isoproterenol por
atomos de CI (isosterismo clasico) evitando con ello el metabolismo primario de los
catecoles. Ademas, con el reemplazo se demostré la relevancia de la subunidad
catecolica para la actividad adrenérgica. Después se reemplazaron los atomos de ClI
vecinos por su equivalente isostérico del tipo no clasico, un fenilo, y con ello surgi6 el
pronetalol, el primer antagonista selectivo para los receptores p-adrenérgicos. Después
surgio el propranolol, farmaco de gran importancia para el tratamiento de la hipertensiéon
arterial, Figura 4.3. Sir James Black recibi6é el Premio Nobel de Medicina en 1988 por este

trabajo y por la creacion de la cimetidina.
4.7. Diseno del compuesto Alfa

El compuesto Alfa estructuralmente es un bencimidazol sustituido, su disefio obedece el
concepto de reemplazo bioisostérico del tipo no-clasico, la sustitucion del entorno
electronico de los dos atomos de cloro en el TCBZ por un anillo de benceno produjo un

compuesto con semejantes propiedades fisicoquimicas y biologicas.

OH (I:H3 OH (IIH3
“ﬂ N -CI N
SCH; . - “CH,
------- >
Reemplazo
eemp.
m bioisostérico
Isoproterenol clasico Dicloroisoproterenol
:Reemplazo
\ bioisostérico

No-clasico
o/\ﬁN CH, OH  CHj

OH H N
OO T OO o
-l

Propranolol Pronetalol

Figura 4.3. Reemplazo bioisostérico clasico y no-clasico en la preparacion del Pronetalol.

Reemplazo
bioisostérico

No-cléasico

Triclabendazol Compuesto Alfa

Figura 4.4. Disefo del compuesto Alfa por reemplazo bioisostérico.
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4.8. Evaluacion fasciolicida del compuesto Alfa in vitro

Al compuesto Alfa, en un ensayo preliminar, se le determiné la actividad fasciolicida in
vitro contra metacercarias de F. hepatica recién desenquistadas, también se le determind
la actividad a su isébmero, el compuesto beta, ambos compuestos fueron activos al 100%
a una concentracion de 9.09 mg/mL, sélo que el compuesto Alfa ademas de matar las

metacercarias, también las desintegr6.*®
4.9. Justificacion

Debido a la aparicion de cepas resistentes al TCBZ y/o a la falta de tratamientos eficaces,
surge la necesidad de buscar nuevas alternativas de compuestos con actividad

fasciolicida.

Por esta razon, los grupos de investigacion de la Facultad de Quimica, Departamento de
Farmacia, UNAM, del INIFAP y la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Departamento de Parasitologia, UNAM, encabezados por el Dr. Rafael Castillo y el Dr.
Froylan Ibarra respectivamente, se unieron para buscar opciones para el tratamiento de la
Fasciolosis. Asi surgio el compuesto Alfa que fue sintetizado de forma preliminar por
Estela Vera en su tesis de licenciatura.'® Sin embargo, dada la necesidad de establecer
con precision su estructura y de tener una metodologia de sintesis adecuada que
permitiera el escalamiento para producir cantidad suficiente de compuesto para realizar
los experimentos de actividad fasciolicida, in vitro e in vivo, fue necesario hacer un estudio

sobre la sintesis del compuesto Alfa y prepararlo a escala mayor de 100 g.
4.10. Metodologia

4.10.1. Parte Quimica

4.10.1.1. Sintesis del compuesto Alfa

Para la sintesis del compuesto Alfa se siguid la metodologia patentada para el

|14,15

triclabendazo con algunas modificaciones, segun se muestra en el Esquema 4.4.

Se partié de 4,5-dicloro-2-nitroanilina (4-2a) o de N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida (4-
2b) las cuales se sometieron a una reaccion de sustitucion nucleofilica aromatica con el 1-
naftol en condiciones basicas;'® luego, el éter generado se redujo ya sea cataliticamente o
por reduccion quimica con SnCl,-2H,0 e inmediatamente se ciclocondensé con el CS; en
EtOH-KOH dando el correspondiente 2-mercaptobencimidazol.?° En el caso de partir de la

nitroacetanilida 4-2b, después de la formacion del éter 4-3b, se realiz6 la hidrélisis de la
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amida con KOH-alcohdlica; luego se procedié a la reduccion del grupo nitro y posterior
ciclocondensacion. En un ultimo paso se realizo la S-alquilaciéon con CHsl en acetona y

solucién de KOH para dar el compuesto Alfa (4-6).

41 4-2a:R=H 4-3a:R=H 4-4
4-2b: R = COCH, 4-3b: R = COCH, l

e e

C
H

Compuesto Alfa (4-6) 4-5
(a) K,CO,, DMF, 115 °C; (b) H, / Ni-Raney o SnCl, 2H,0; (c) 1) CS,, KOH-EtOH, 2) AcOH; (d) CH,l, KOH/acetona; (€) KOH/MeOH.
Esquema 4.4. Método de sintesis del compuesto Alfa.

4.10.1.2. S-oxidacion del compuesto Alfa

Para las evaluaciones bioldgicas in vitro e in vivo del compuesto Alfa fue necesario contar
con sus metabolitos, el sulfoxido (AlfaSO) y la sulfona (AlfaSO,), por lo que fue necesario
prepararlos. Para su sintesis se siguié la metodologia que se presenta en el Esquema
4.5. Se us6 como agente oxidante acido m-cloroperbenzoico o peryodato de sodio para la

obtencién del AlfaSO y acido m-cloroperbenzoico para la AlfaS0,.'>?*??

0 N a 0 N /9 b ° N C{\/P
IO G & I O b
cl N cl N CH; cl N CH;
H H H
4-6 47 4-8

(a) Ac. MCPB/CHCI, 0 NalO,/CH,CN, 0-5 °C; (b) Ac. mCPB/ CH,CN, t.a.

Esquema 4.5. Metodologia para la sintesis de los metabolitos mas relevantes del compuesto Alfa.
4.10.2. Parte Biolbgica

Los estudios de la actividad fasciolicida del compuesto Alfa, in vitro e in vivo, estuvieron a
cargo del Dr. Froylan lbarra Velarde y su grupo de investigacion, primero en el INFAP y

después en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Se determind la
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actividad fasciolicida in vitro a diferentes concentraciones, luego se evaluo la actividad del
compuesto Alfa en ovinos sin formular y formulado en suspension, se determind la dosis
efectiva, el indice de seguridad, el tiempo de permanencia en el ganado para el consumo
seguro de la leche y de la carne.

Para las evaluaciones in vivo se desarroll6 una metodologia para preparar la formulacion
adecuada para la administracion en el ganado. Este trabajo fue apoyado por la M. en C.
Socorro Alpizar, del laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de nuestra Facultad.

También se realizé un estudio preliminar sobre la sintesis de profarmacos.

En apoyo a los ensayos anteriores se estudio la farmacocinética del compuesto Alfa en
ganado; la Dra. Helgi Jung Cook del Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica,
UNAM, estuvo a cargo de esta actividad.

Ademas, otros estudios relacionados con el efecto del compuesto Alfa sobre F. hepatica a
nivel de estructura y ultraestructura in vitro e in vivo fueron realizados por el Dr. lan
Fairweather y su grupo de investigacién en Queen's University, Belfast, United Kingdom.
También en el grupo del Dr. Froylan Ibarra en la UNAM se realizaron algunos
experimentos de este tipo.

Finalmente, se evalué el compuesto Alfa como antiprotozoario vs. Giardia intestinalis,
Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis por la Dra. Lilidn Yépez Mulia y su grupo
en el Centro Médico, Siglo XXI, IMSS.

4.11. Resultados y discusién
4.11.1. Parte quimica

4.11.1.1. Sintesis del compuesto Alfa
4.11.1.1.1. Sustitucion Nucleofilica

Las materias primas 4,5-dicloro-2-nitroanilina (4-2a) o N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida
(4-2b) se prepararon previamente en el laboratorio por métodos ya conocidos # a partir
de 3,4-dicloroanilina comercial por acetilacion, nitracioén e hidrélisis (Esquema 4.6). La 4,5-
dicloro-2-nitroanilina se puede conseguir comercialmente; sin embargo, no es econémica
(10 g, ~2,000 pesos). Como en este trabajo se necesitaban grandes cantidades del
compuesto, se decidid prepararla a partir de la 3,4-dicloroanilina, cuyo costo es de 1 kg

por 1,100 pesos.
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cl NH, cl NHCOCH ; Cl NHCOCH 5 Cl NH,
- T - O = KX
(o] cl Cl NO, Cl NO,
3,4-dicloroanilina N-(3,4-diclorofenil) N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil) 4,5-dicloro-2-nitroanilina
acetamida acetamida (4-2b) (4-2a)

() Ac,0, (b) HNO,/H,S0,,17-20 °C, (c) H,SO,, 80 °C 0 KOH/EtOH

Esquema 4.6. Preparacion de 4,5-dicloro-2-nitroanilina (4-2a).
- Método A. A partir de la 4,5-dicloro-2-nitroanilina (4-2a)

La primera reaccién camino a la sintesis del compuesto Alfa fue la sustitucion nucleofilica
aromatica, ésta se estudié de varias formas desde la fusion en medio alcalino (NaOH),
hasta el empleo de DMF y K,COg3 a presion ambiental y en un reactor cerrado, se vario
también la base, asi como el disolvente y los equivalentes de reactivos, también la
temperatura. En la Tabla 4.1 se muestran algunas de las reacciones que se ensayaron.

La reaccion 7 fue la mejor de todas; en ella se emplearon K,CO3; como base y DMF como
disolvente, no fue necesario agregar agua para disolver el carbonato; tampoco fue
necesario poner exceso de 1-naftol. La proporcion de materia prima 4,5-dicloro-2-
nitroanilina-DMF fue 1:3 pl/v; y la temperatura siempre se mantuvo a 115 °C. La
purificacion se logro por lavados con MeOH. Después de este proceso, el diariléter (4-3a)
se obtuvo con muy buena calidad, y 71% de rendimiento; una muestra se recristalizé de

tolueno para de ésta determinar sus constantes espectroscoépicas.
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Tabla 4.1. Pruebas de SyAr en diferentes condiciones para obtener el éter 4-3a partir de 1
equivalente de 4,5-dicloro-2-nitroanilina (4-2a)

Reaccion 1-naftol Base Disolvente Condiciones Resultado
Equivalentes Equivalentes
1 15 KOH,15 - Fusiény Sublimacién de materias
tratamiento con primas, poca reaccion y
KOH producto resinoso de mala
concentrado calidad
2 1.05 KOH, 1.05 isopropanol A reflujo Tiempo prolongado > 12 h,
reaccion incompleta e impura
3 1.2 K,CO3, 1.5 DMF/H,0O 100 °C 6 h reaccién, varias manchas
en CCF, dificil purificacién
4 1.05 K,CO3; 1.5 DMF A presion en un Varios productos
reactor Parr, secundarios, 4 h de reaccion
130°C
5 1.05 K,CO3; 1.5 EtOH A presion en un Dos productos principales y
reactor Parr, otro secundarios
130 °C
6 1.3 KOH, 15 Acetona A presion enun  35% de avance después de 4
reactor Parr, h de reaccion
130 °C
7 1 K,CO,, 1.5 DMF 115 °C bajo 3.5 h de reaccién producto de
atm. de N, buena calidad, 97% de rend.

crudo, 71% rendimiento
después de purificar

8 1 KOH, 1.1 EtOH, DMF Usando el 2 h de reaccién Producto de
naftéxido de bajo punto de fusion
sodio en EtOH,
luego DMF, 100
°C

9 1.05 K,COs3, 1.5 Monoglima Reflujo Tiempo prolongado de
reaccion, incompleta

El cambio estructural se confirmd en el espectro de IR del producto 4-3a en el cual se
observaron dos bandas a 3464 cm™ y 3344 cm™, correspondientes a la vibraciéon N-H de
la amina, y una banda amplia intensa a 1225 cm™ correspondiente al estiramiento
asimétrico del éter C-O-C. El espectro de RMN 'H mostr6 una sefial amplia
intercambiable con D,O a 7.41 ppm que integré para 2H, asignable a los protones del
grupo amino, las sefales caracteristicas de los hidrogenos del anillo del naftaleno y dos
sefales simples a 8.17 ppm y 6.21 ppm correspondientes a los protones benceénicos. En
el espectro de RMN °C se observaron los 16 carbonos esperados. En el espectro de
masas se observo el ion m/z 314 (100%), que concordd con la masa molecular esperada
y el ion con m/z 316 y 34% de abundancia comprob6 la presencia de un solo a&tomo de
cloro. El espectro de masas de alta resolucion confirmé la masa, asi como el analisis

elemental corroboro la composicion.

Esta metodologia la reaccion se ha repetido muchas veces por la necesidad de contar
con producto suficiente para completar la sintesis del compuesto Alfa y tener compuesto

para las evaluaciones en animales (ovinos y bovinos). La reaccion se realizd en escala
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desde 1 g hasta 250 g con resultados reproducibles. Es importante sefialar que la calidad
del producto obtenido depende mucho de la pureza de las materias primas empleadas y

del disolvente.

También se decidié experimentar la fusiéon®® (reaccién 1), pero los componentes de la
reaccion sublimaron a la temperatura de trabajo (170-180 °C); por otro lado, la
incorporacion de la base puede resultar impractica y peligrosa si se desea escalar la
reaccion a nivel de 100 g. Ademas, el producto que se obtuvo fue una resina cuya ccf

mostro varias manchas, lo que dificult6 el aislamiento y purificacién del producto deseado.

Cuando en la reaccion se utilizé KOH como base para formar el naftolato de potasio,
reaccion 8, el tiempo de reaccion disminuyd considerablemente, pero el producto que se
obtuvo no fue facil de purificar, lo cual podria optimizarse; sin embargo, desde el punto de
vista practico, se aumenta el nimero de operaciones, ya que después de la formacion de
la sal, hubo de evaporarse el etanol, y después de obtenido el crudo no se logr6 muy
buena pureza, por lo que se descarté esta metodologia. Ademas, existe la posibilidad de
gue residuos de base sin reaccionar provoquen formacién de productos secundarios de

reaccion, desde la formacion del fenol, hasta la de posibles dimeros.

Cuando la reaccion se realiz6 en el reactor Parr y se empleé EtOH como disolvente,
reaccion 5, se obtuvo un producto secundario muy importante, posiblemente se tratd del
éter EtOAr.

También se observo que la temperatura de reaccidén es importante para que se lleve a
cabo completamente la reaccién. Se intent6 emplear disolventes de menor punto de
ebullicion que la DMF para una facil recuperacion de los mismos; pero no se tuvo éxito

(reacciones 2y 9).

Por otro lado, también se observo que en las reacciones en la que usaron disolventes de
menor constante dieléctrica (€) que la DMF (37.8), como isopropanol (17.9), etanol (24.5),

acetona (20.7) o monoglima (7.5) no hubo avance significativo de la reaccién,

prolongando mucho los tiempos de reaccion, con el deterioro de la misma.
- Meétodo B. A partir de N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida (4-2b)

Basados en los resultados anteriores y debido a que la N-(4,5-dicloro-2-
nitrofenil)acetamida es el precursor inmediato de la 4,5-dicloro-2-nitroanilina, se decidio

estudiar la reaccion de sustituciéon nucleofilica aromatica con este precursor. La reaccion
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se llevé a cabo a menor temperatura (85-90 °C) y se complet6 en un lapso de 2.5 horas,
casi la mitad del tiempo que la reaccion anterior. Se obtuvo asi la N-[4-cloro-5-(1-naftiloxi)-
2-nitrofenil]lacetamida (4-3b) con un rendimiento crudo del 91%; la calidad del producto
fue superior al reportado por el método A.

La formacion de dicho compuesto se confirmé en el espectro de IR, donde se observaron
dos bandas a 3344 cm™ y a 1720 cm™ correspondientes al NH y CO de la acetamida,
respectivamente. Ademas, la espectrometria de masas mostro el pico correspondiente al
ion m/z 356 (100%) concordante con la masa molecular calculada. El espectro de RMN *H
mostré una sefial simple a 2.478 ppm con integracion para 3H correspondiente al metilo
de la acetamida, una sefial amplia intercambiable con D,O a 10.175 ppm que integr6 para
1H asignable al proton de la amida; ademas, las sefiales correspondientes a los protones

naftalénicos.

El siguiente paso fue la hidrdlisis de la acetamida 4-3b con potasa etandlica acuosa a una
temperatura entre 45-50 °C. Se obtuvo asi la 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (4-3a),
con un rendimiento crudo de 98% y 90% de rendimiento de producto puro.

Los dos productos obtenidos por ambos métodos, A y B, coincidieron en Ry, punto de

fusion y constantes espectroscopicas.

En la Tabla 4.2 se muestra un comparativo de los dos métodos, con la consideracion de
gue en el método A la 4,5-dicloro-2-nitroanilina se obtiene por hidrdlisis alcalina de su
acetamida (4-2b).

Como puede observarse en la tabla anterior, las condiciones de reaccion del método B
son mas suaves, asi como también el rendimiento global es mejor.?* La limitante de este
método es contar con la materia prima acetilada ya que el producto que se tiene en Stock
en nuestro laboratorio es la 4,5-dicloro-2-nitroanilina (4-2a). Por lo cual éste metodologia
también se utiliz6 algunas veces para el escalamiento de la obtencién de la 4-cloro-5-(1-

naftiloxi)-2-nitroanilina (4-3a).
- Método C. Asistido por microondas

Buscando una metodologia alternativa para la sintesis del ariléter 4-3a, que fuese mas
practico y que permitiese la recuperacion del disolvente; se probd hacer la reaccidén en
otros disolventes, por ejemplo acetonitrilo 0 acetona cuya constante dieléctrica es de 37.5

y 20.5 debyes respectivamente, también se utilizo KOH como base y se empled le

46



Capitulo 4. Sintesis y actividad bioldgica del compuesto Alfa

calentamiento con microondas. En la Tabla 4.2 se muestran algunas reacciones

realizadas en el reactor de microondas Synthos 3000 de Anton Paar.

Tabla 4.2 .Comparacion de las alternativas de sintesis de la 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (4-

3a)
Cl NHCOCH , Cl NH, ArO NH,
o, - 1 - 1X
cl NO, cl NO, cl NO,
4-2b 4-3a

4-2a
iii /
NOD:NHCOCH 3
cl NO,

4-3b
. Condiciones de Rendimiento Rendimiento Rendimiento
Reaccién <z o PO o global
reaccion crudo (%) recristalizado (%) (%)
: KOH, EtOH, H,0O
i 60 °C. 25 min. 97.7 90.6
a-naftol, K,COs, Método A

ii DMF 97.0 71.0 (94.77) 64.32

115 °C, 4 horas

a-naftol, K,COs,
iii DMF 91.1 87.4
85-90 °C, 2.5 horas

KOH, MeOH, H,O
iv 45-50 °C, 30 min. 98.2 90.3 Método B
(89.46) 78.92

Tabla 4.3. Reacciones de sustitucion nucleofilica asistida por microondas para la obtencion de 4-
cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina 4-3a, a partir de 1 equivalente de 4-2a

Reacciéon Equivalentes Base/Equivalentes Disolvente  Temperatura Tiempo Conversion

de 1-naftol (°C) (min.) (%)***
1 1.1 K,COs/1.5 DMSO 120** 5 80
2 1.1 K,COs/1.5 DMF 160* 15 97
3 1.1 KOH/2 Acetona/agua 150** 12 ++++
(95:5)
4 1.1 K,COs/1.5 MeCN 159* 10 ++
5 1.1 KOH/2.0 MeCN/agua 151* 13 ++++
(95:5)

*realizadas en el rotor 16MF100; **realizadas en el rotor 64MG5, ambos del reactor Synthos 3000 de Anton
Paar. ***Porcentaje estimado de conversion: 0-25% (+), 25-50% (++), 50-75% (+++), >75% (++++).

Como se puede ver en la Tabla 4.3, la conversion mas eficiente se logré con acetonitrilo y
5% de agua, ya que en ésta se formo inicialmente la sal potasica del 1-naftol y luego se
incorporé a la materia prima 4-2a para luego someterse al calentamiento.?® La reaccion

termin6 en 13 min. Esta reaccion se pudo escalar a nivel de 10 g en el rotor 16 MF100.

Cuando se utiliz6 DMSO como disolvente y K,CO3; como base, en 5 min se transformo el
80% de la materia prima, aument6 a 93% cuando se calentdé 15 min en DMF. Si bien esas

reacciones procedieron adecuadamente, el propdsito de tener una metodologia que
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permitiera la facil recuperacion del disolvente, no se cumple con los disolventes

empleados.
4.11.1.1.2. Reduccién

El siguiente paso en la ruta de sintesis hacia la obtencion del compuesto Alfa fue la
reduccion del grupo nitro de la 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (4-3a). La patente
alemana!’ propone reduccién quimica SnCl./AcOH, HCI gas o H/Ni-Raney en MeOH o
DMF. Nosotros probamos el método catalitico con Ni-Raney en MeOH/AcOEt a 40 °C; y el
guimico con SnCl,:2H,0O a reflujo de EtOH. Ambos métodos son eficaces, pero la
reduccion catalitica es cara cuando se requieren hacer grandes cantidades de producto;
ademas, la capacidad de la botella de hidrogenacion empleada, es reducida (250 mL). La
reduccion con SnCl,-2H,0 es rapida, en 2-3 h termina la reaccion; el inconveniente es el
aislamiento del producto de las sales de estafio, previo tratamiento de la mezcla de
reaccion con NaOH concentrada. Este ultimo método fue el que usamos en el
escalamiento de la sintesis del compuesto Alfa. Se obtuvo un rendimiento de producto
crudo de 99%. Para la comprobacion de la estructura se formé el monoclorhidrato de la
diamina 4-4 por burbujeo de HCI gas a una soluciéon de una muestra de la diamina en
EtOH anhidro.

El IR de la diamina mostré las dos bandas de amina primaria a 3461 cm™y 3345 cm™. La
RMN *H mostré una sefial amplia que integré para 4H e intercambié con D,O a 3.4 ppm.
El espectro de masas de alta resolucion dio un M™, de m/z 284.0716 correspondiente a la
masa esperada para la diamina como base libre. El andlisis elemental correspondié con la

composicién del monoclorhidrato.
4.11.1.1.3. Ciclacién

Para la obtencion del precursor 5-cloro-2-mercapto-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol (4-5),
se llevo a cabo la ciclocondensacion de la diamina 4-4 mediante la formacion in situ del
xantato de etilo, adicionando disulfuro de carbono y potasa etandlica acuosa, con
posterior calentamiento moderado. La reaccién procedié de forma rapida, obteniéndose el
tiol 4-5 con un rendimiento del 80%. Cabe resaltar que la formacion de este compuesto se
favorecié al incrementar a 1.5 equivalentes el disulfuro de carbono y la potasa
adicionados, manteniendo la proporcion materia prima-disolvente entre 1.5 y 1:10; la
temperatura ideal para la reaccién fue cercana a 65 °C y el pH de 10. La formacién de
este compuesto se confirmé por la desaparicién de las dos bandas a 3346 cm™ y 3345

cm™ propios de amina primaria, en su lugar aparecié una banda pequefia a 3388 cm™ y
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un conjunto de bandas anchas que convergen a 3053 cm™, caracteristico del nicleo de
bencimidazol. En el espectro de RMN *H, aparecieron todas las sefiales con la
multiplicidad e integracién esperadas. En el espectro de RMN *3C se contaron todos los
carbonos, siendo notoria la sefial a 169.66 ppm que se asigné al C-2 del bencimidazol. El
espectro de masas de alta resolucion confirmo la masa molecular del compuesto asi

como el analisis elemental coincidié con el calculado.

4.11.1.1.4. S-metilacién. Obtencion de 5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol
(compuesto Alfa, 4-6)

La metilacion del tiol, 5-cloro-2-mercapto-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol (4-5), para la
obtencion del compuesto Alfa, se realizd utilizando yoduro de metilo como agente
alquilante y potasa como base, se utilizé etanol o acetona como disolventes; en ambos
casos se obtuvo buena calidad de producto. La reaccién termind practicamente unos
minutos después de la adicion del yoduro de metilo. La patente de Gallay et al., para la

obtencion del triclabendazol®®

propone se realice en etanol/agua con exceso de potasa
(2.5 eq) lo que provoca el consumo del yoduro de metilo si no se cuida la velocidad de
adicion y la temperatura; ademas, también puede dar lugar a la obtencion del compuesto
dimetilado ya que éste se produce a temperatura ambiente, y la metodologia reportada en
la patente mencionada propone que después de 30 min de la adicién del reactivo se
caliente la mezcla de reaccién a 50 °C por una hora y después se deje a temperatura
ambiente por 18 h. Estos ultimos pasos son innecesarios ya que la reaccion termina casi

después de terminada la adicion del reactivo alquilante.

Cuando se controlan las condiciones y se realiza la reaccion con una materia prima de
buena calidad el producto que se obtiene es facil de purificar, de lo contrario habra que
hacer tratamiento con carbon activado. El rendimiento de la reaccion fue entre 83-90%,
siendo mayor cuando se empled etanol; sin embargo, la reaccion con acetona fue mas
rapida. La purificacion a escala de 150 g fue mejor cuando se realizO6 por par de
disolventes AcOEt/MeOH. De esta forma se obtiene un sélido puro de tamafio de particula

adecuado para la preparacion de la suspension.

Una caracteristica del compuesto Alfa es que presento diferentes puntos de fusion, en su
mayoria se obtuvo como un sélido polimorfo cuyo punto de fusién varié desde 105 °C
(crudo), 175-177 °C (obtenido de columna), 181-182 °C (purificado por AcOEt/MeOH),
191-192 °C (recristalizado de CHCI3/MeOH), 176.2-177.0 °C, (recristalizado de MeOH).

Un analisis térmico de calorimetria diferencial de barrido del polvo puro y seco, mostré
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una temperatura de transicion de 167.23-168.53 °C y varios cambios de energia, uno a
183 °C, otro a 195 °C y otros a 214.58, 233.53 y 234.95 °C lo que coincide con algunos de

los puntos de fusién encontrados.

La identidad del compuesto Alfa se comprobd por sus caracteristicas espectroscopicas
particularmente en el espectros de RMN H, en donde la sefial a 2.84 ppm que integr6
para 3H correspondié al -SCH3; no se observo sefial a 3.6 ppm que podria indicar -N-CHg,
en cambio si se observo una sefial que intercambi6 con D,O a 6.48 ppm, indicando el NH
del bencimidazol. El espectro de RMN **C mostro6 la sefial a 13.46 ppm, correspondiendo
al -SCHs, y los 17 carbonos més. La asignacion de las sefiales de *H y **C se apoy6 en
los experimentos de RMN bidimensionales: COSY y HETCOR. Adicionalmente, el
espectro de masas mostro la pérdida de Cl o HCI por los iones de m/z 305 y 304; la
pérdida del metilo en el ion de m/z 290; la presencia de azufre por la pérdida de 32 uy 33
u en los iones de m/z 271 y m/z 258, finalmente el ion de m/z 127, correspondi6 a la masa
del ion del naftaleno y a la pérdida de 213 u. El espectro de masas de alta resolucion
correspondio con la masa del compuesto Alfa y el analisis elemental con la composicion
esperada.

Tabla 4.4. Constantes fisicas y rendimientos de los compuestos 4-3a—4-6 obtenido por sintesis
convencional

Compuesto  Rendimiento Rendimiento de Punto de fusion Ry¢(sistema)
crudo % cristalizacion %, método (°C)
de purificacién
4-3a 97 71, por lavados de MeOH. 145-146 0.56 (CHCIl;-MeOH
98 de tolueno-EtOH 99:1)
4-3b 91.1 87.4, AcOEt 178.1-178.7 0.53 (CHCI3;-MeOH
99.5:0.5)
4-4a 99.08 e 195-197, 0.30 (CHCI;-MeOH
monoclorhidrato 98:2+2 gotas de NH,)
EtOH
4-5 77.4 73, ACOEt-EtOH 273-275 0.4 (CHCI3-MeOH
90:10)
Alfa (4-6) 95 89.9, AcOEt- MeOH 181-182 sdlido 0.39 (CHCl;-MeOH
amorfo 98:2+2 gotas de
83.2, CHCI;- MeOH 192-195 cristales NH,OH)
Rendimiento global producto 41.82 (primer paso método A)
puro 51.28 (primer paso método B)
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Tabla 4.5. Constantes espectroscdpicas y espectrométricas de los compuestos 4-3a—4-6

6

OKINHCOCH 3
cl NO,

3
4-3b
N-[4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-
nitrofenillacetamida

Espectro 1, IR, pastilla (KBr) cm™ 3334, 3126-3053, 1720,
1579, 1335, 1267.

Espectro 2, RMN 'H, (TMS, CDCls, 300 MHz) & ppm: 2.74 (s,
3H, CO-CHa): 7.23 (dd, 1H, J;=7.5 Hz, J,= 5.1); 7.46-7.66 (m,
3H, H-2", H-6" y H-7"), 7.80 (d, 1H, J= 8.1 Hz, H-4); 7.91 (d, 2H,
J= 8.1 Hz, H-5"y H-8"); 8.25 (s, 1H, H-6); 8.44 (s, 1H, H-3); 10.43
(sa, inter. con D,0O, NH).

Espectro 3, RMN °C, (TMS, CDCl;, 75 MHz) & ppm: 25.47
(CH;CO), 108.17 (C-2 y C-6), 116.74 (C-4’), ), 116.74 (C-4),
117.74(C-4), 121.16 (C-8'), 125.61 (C-8'a),126.26 ( C-7'y C-6"),
126.76 (C-57), 126.92 (C-3'), 127.96 (C-3), 128.20 (C-1), 135.15
(C-4'a), 135.74 (C-2), 149.65 (C-17), 160.21 (C-5), 168.85
(C=0).

Espectro 4, EM, (IE) m/z: 358 (M+2, 34%); 356 (M, 100%);
321, 310 (M-46, 40%); 279 (321-43, 65%); 278 (313-35, 35%);
233 (278-46, 55%); 43 (M—313, 15%).

cl NO,
4-3a
4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina

Espectro 5, IR, pastilla (KBr) cm™: 3462, 3347, 1628, 1560,
1387, 1320, 1225.

Espectro 6, RMN 'H, (TMS, DMSO-4, 300 MHz) & ppm: 6.22
(s,1H, H-6); 7.37 (dd, 1H, J;= 7.5 Hz, J,= 1.0 Hz, H-2"); 7.44 (sa,
2H, -NH,); 7.55-7.64 (m, 3H, H-3, H-6', H-7"); 7.79 (dd, 1H, J;=
8.0 Hz, J,= 2.4 Hz, H-5'); 7.93 (d, 1H, J= 8.4 Hz, H-4'); 8.05 (dd,
1H, J;= 7.2 Hz, J,= 1.8 Hz, H-8'); 8.18 (s, 1H, H-3).

Espectro 7, RMN °C, (TMS, DMSO-4, 75 MHz) & ppm: 103.59
(C-6), 109.54 (C-4), 117.14 (C-27), 120.73 (C-57), 125.69 (C-8'a),
125.79 (C-4’a), 129.99 (C-4°), 126.26 (C-6"), 127.06 (C-3"),
127.12 (C-3), 127.15 (C-7°), 128.26 (C-8'),134.77 (C-2), 146.91
(C-1), 149.14 (C-17), 159.04 (C-5).

Espectro 8, EM, (ID/IE) m/z: 316 (M+2, 34%), 314 (M", 100%),
279 (M-35, 72%), 233 (M—46, 93%).

EMAR, (IE) (M™) m/z: Calculado para CigH;1CIN,O3: 314.0458.
Encontrado: 314.0458

Analisis Elemental. Calculado para C;¢H;;CIN,O3: C, 61.06; H,
3.52; N, 8.90. Encontrado: C, 61.18; H, 3.58; N, 8.62.

Cl NH,
4-4a

4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-1,2-
fenilenediamina

IR, pastilla (KBr) cm™: 3461, 3345, 1629, 1493, 1227, 766.

RMN H, (TMS, DMSO-4, 300 MHz) § ppm: 3.80 (sa, 4H, 2 -
NH,); 6.50 (s, 1H, H-6); 6.89 (dd, 1H, J;= 7.6 Hz, J,= 0.9 Hz , H-
2'); 7.53 (s, 1H, H-3); 7.47 (dd, 1H, J;= 8.1, Hz, J,= 7.8 Hz, H-
3'); 7.50-7.61 (m, 2H, H-6", H-7"); 7.73 (d, 1H, J= 8.4 Hz, H-4);
7.95-8.02 (M, 2H, H-5",H-8").

RMN *C, (TMS, DMSO-g5, 75 MHz) § ppm: 108.51 (C-6), 112.38
(C-4), 112.90 (C-2), 119.10 (C-8'a), 121.12 (C-8"), 123.67 (C-3),
123.82 (C-4), 125.39 (C-4'a), 126.13 (C-3'), 126.52 (C-6"),
126.93 (C-7°), 127.98 (C-5"), 134.59 (C-2), 137.96 (C-1), 150.16
(C-1'), 151.58 (C-5).

EM, (ID/IE) m/z: 286 (M+2, 35%); 284 (M", 100%); 248 (M—36);
232 (24816, 65%).

EMAR, (IE) (M™) m/z. Calculado para CigH;3CIN,O: 284.0716.
Encontrado: 284.0716.

Analisis Elemental Calculado para C1¢H13Cl HCI: C, 59.83; H,
4.39; N, 8.72. Encontrado: C, 59.80; H, 4.38; N, 8.67.
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H

0 N
L

cl N

4-5
5-Cloro-2-mercapto-6-(1-naftiloxi)-1H-
bencimidazol

Espectro 9, IR, pastilla (KBr) cm™ 3380, 3053, 1460, 1391,
1328, 1229, 1157.

Espectro 10, RMN 'H, (TMS, DMSO-4, 300 MHz) & ppm: 6.75
(dd, 1H, J,= 6.6 Hz, J,= 2.0 Hz, H-2"); 6.84 (s, 1H, H-7); 7.34 (s,
1H, H-4); 7.40 (dd, 1H, J;= 8.1 Hz, J,= 8.1 Hz, H-3); 7.54-7.62
(m, 2H, H-6", H-7"); 7.68 (d, 1H, J= 8.4 Hz, H-4"); 7.95-8.00 (m,
1H, H-57); 8.13-8.17 (m, 1H, H-8"); 12.60 (s, 1H, NH o SH);
12.72 (s, 1H, NH, o SH).

Espectro 12, RMN °C, (TMS, DMSO-4, 75 MHz) § ppm: 102.27
(C-7), 110.60 ( C-2°), 110.95 ( C-4’), 118.96 (C-5),121.19 (C-6"),
123.04 (C-4), 124.97 (8'a), 126.01 C-8’), 126.31 (C-7), 126.89
(C-57), 127.82 (C-3'), 129.57 (4"a), 132.04 (C-3a), 134.46 (C-7a),
147.10 (C-17), 152.66 (C-6), 169.66 ( C-2).

Espectro 13, EM, (ID/IE) m/z: 328 (M+2, 40%); 326 (M™, 100%);
291 (M-35, 65%); 290 (M-36, 63%); 258 (290-33).

Espectro 14, EMAR, (IE) (M™) m/z. Calculado para
C,7H11CIN,OS: 326.0280. Encontrado: 326.0281.

Andlisis Elemental Calculado para C17H;;CIN,OS: C, 62.48; H,
3.39; N, 8.57; S, 9.81. Encontrado: C, 62.49; H, 3.29; N, 8.44; S,
9.93.

o N
i@[ )—SCH,
cl N

4
Compuesto Alfa (4-6)
5-Cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1H-
bencimidazol

Espectro 15, IR, pastilla (KBr) cm™ 3402, 2720, 1453, 1316,
1157.

Espectro 16, RMN 'H, (TMS, DMSO-4, 300 MHz) & ppm: 2.84
(s, 3H, -SCHjy); 6.48 (sa,1H, NH, intercambia con D,0); 6.77 (d,
1H, J= 7.8 Hz, H-2"); 7.29 (s, 1H, H-4); 7.40 (dd, 1H, J,= 7.8 Hz,
J,= 8.1 Hz, H-3'); 7.53-7.66 (m, 2H, H-6', H-7'); 7.70 (d, 1H, J=
8.1 Hz, H-4); 7.89 (s, 1H, H-7); 7.94-8.20 (m, 1H, H-5Y;
8.12-8.22 (m, 1H, H-8").

Espectro 18, RMN °C, (TMS, DMSO-4, 75 MHz) & ppm: 13.46
(S-CHjz), 102.95 (C-7), 110.2 (C-2°), 113.116 (C-4), 119.7 (C-8"),
120.83 (C-5), 122.04 (C-4"), 123.8 (C-8'a), 124.12 (C-3°), 124.66
(C-67), 125.25 (C-7°), 126.21 (C-5"), 128.72 (4'a), 131.34 (C-3a),
133.08 (C-7a), 148.05 ( C-17), 150.75 (C-2), 152.03 (C-6).

Espectro 21, EM, (IE) m/z: 342 (M+2, 39%); 340 (M",100%);
305(M-35, 49%); 304 (M-36); 290 (304-15, 40%); 271 (304-33,
20%); 258 (290-32, 15%); 127 (340-213, 20%).

Espectro 22, EMAR, (IE) (M™) m/z. Calculado para
C18H13CIN,OS: 340.0437. Encontrado: 340.0437.

Analisis Elemental calculado para C15H13CIN,OS: C, 63.43; H,
3.84; N, 8.22; S, 9.41. Encontrado: C, 62.82; H, 3.69; N, 7.97; S,
9.86.

4.11.1.2. Sintesis de los metabolitos del compuesto Alfa (S-Oxidacion)

La oxidacion del compuesto Alfa se llevé a cabo de dos maneras: utilizando peryodato de

sodio o a&cido m-cloroperbenzoico (AmCPB); el primero es un agente oxidante suave y el

segundo un oxidante fuerte.

La reaccion con peryodato de sodio no tuvo éxito en condiciones suaves semejantes a las

reportadas para la obtencion del sulfoxido de albendazol que a 5 °C produce solamente el

sulfoxido sin sobreoxidacion a la sulfona. Con este resultado se abordo la oxidacion por el
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método tradicional reportado para la oxidacion del triclabendazol, el cual consistié en

utilizar AmMCPB a bajas temperaturas (0-5 °C) para el sulfoxido (AlfaSO), y a 50 °C para la

sulfona (AlfaS0O,), en cloroformo o un disolvente polar como el acetonitrilo.?®

La identidad de los compuestos se comprobd por sus espectros de IR, RMN y EM. El

espectro de IR fue de gran ayuda, la banda de estiramiento para el enlace S=0O aparecio

como una banda intensa a 1046 cm™ y de 1315-1135 cm™ para la SO,. El espectro de

RMN *H mostré la sefial para el SO-CHsz a 3.07 ppm y SO,-CH3 a 3.69 ppm en vez de

2.84 ppm para el -SCH3 cuando no esta oxidado el azufre. También los espectros de

masa mostraron la diferencia entre SO y SO.,.

Tabla 4.6. Constantes fisicas y espectroscopicas de los metabolitos del compuesto Alfa

H
o N //Q
| )]

5-Cloro-2-(metilsulfinil)-6-(1-naftiloxi)-
1H-bencimidazol
AlfaSO (4-7)

pf: 190.8-191.1 °C
Ryf 0.32, Sistema CHCI;-MeOH 97:3+1 gota de NH,OH

IR (FTIR reflectancia) cm™: 3095-3042 (Ar-H), 2937-2770 (C-H
Alif.), 1260 (C-O-C), 1046 (S=0), 970 (C-ClI).

Espectro 24, RMN 'H, (300 MHz, DMSO-4) & ppm: 3.08 (s, 3H,
SO-CHa): 6.74 (d, J= 6.2 Hz, 1H, H-2'): 7.34 (s, 1H, H-4); 7.40 (t,
J= 8.1 Hz, J;= 7.8 Hz, 1H, H-3)): 7.55-7.62 (m, 2H, H-6', H-7’):
7.69 (d, J= 8.2 Hz, 1H, H-4"): 7.96-7.99 (m, 2H, H-5', H-7); 8.19—
8.22 (m, 1H, H-8’); 13.74 (sa, 1H, inter. con D,O, N-H).

Espectro 26, RMN *°C (75 MHz, DMSO-4) & ppm: 40.49, 121.29,
123.03, 124.97, 126.05, 126.31, 126.92, 127.87, 128.32, 134.52,
152.89, 157.30.

Espectro 27, EM (ID/IE) m/z: 356 (M", 100%), 358 (M+2, 40%),
341 (M-15, 72%), 306 (M-50, 66%).

Espectro 28, EMAR: calculado para C;sH;50,N,CIS: 356.0386;
encontrado 356.0308.

H

(o) N ﬂ
Tt
cl N CH,

5-Cloro-2-(metilsulfonil)-6-(1-naftiloxi)-
1H-bencimidazol
AlfaSO, (4-8)

Pf: 157.8-158.8 °C
Ry 0.16, Sistema CHCI;-MeOH 97:3+1 gota de NH,OH

IR (FTIR reflectancia) cm™: 3252 (N-H), 3054-3021 (Ar-H), 2924-
2858 (C-H Alif.), 1315y 1135 (-5=(0),), 1260 (C-O-C), 982 (C-ClI).

Espectro 30, RMN 'H, (300 MHz, DMSO-4) & ppm: 3.69 (s, 3H, -
S(0),-CH,): 6.78 (d, J= 7.5 Hz, 1H, H-2'); 7.34 (sa, 1H, H-4); 7.41
(t, Ji= 8.1 Hz, Jo= 7.8 Hz, 1H, H-3"); 7.54—-7.61 (m, 2H, H-6’, H-7’);
7.70 (d, J= 8.4 Hz, 1H, H-4'); 7.96-7.99 (m, 1H, H-5"); 8.06 (sa, 1H,
H-7); 8.12-8.15 (m, 1H, H-8), 14.2 (sa, 1H, inter. con D,0, N-H).

Espectro 31, RMN *C, (75 MHz, DMSO-4) & ppm: 42.40, 121.21,
123.34, 124.00, 126.06, 126.43, 126.96, 127.92, 134.55, 150.70,
152.541.

Espectro 32, EM (ID/IE) m/z: 372 (M", 100%), 374 (M+2, 40%),
337 (M-35, 48%), 258 (M—114, 59%).

Espectro 33, EMAR: calculado para C;gH;303N,CIS: 372.0335,
encontrado 372.0342.
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4.11.2. Parte Biolégica
4.11.2.1. Evaluacion in vitro del compuesto Alfa

Al compuesto Alfa se le determindé la actividad fasciolicida in vitro contra metacercarias de
F. hepatica recién desenquistadas empleando diferentes concentraciones, ademas de la
ensayada de forma preliminar. La actividad del compuesto Alfa se compard con la del
diamfenetide desacetilado, un fenoxialcano que es altamente efectivo contra las fasciolas
inmaduras desde un dia a 6 semanas. Las concentraciones que se emplearon fueron de
146.70, 29.34, 9.68, 3.22, y 1.08 uM. La actividad se midi6 después de 4 dias de
exposicion al compuesto, y se compararon frente a un control sin tratamiento. A partir de
9.68 uM el compuesto fue activo en 77.5% y a 29.34 uM ya fue activo al 100%.%" Los
resultados de este estudio se muestran en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Actividad bioldgica in vitro del compuesto Alfa (4-6) contra metacercarias de F.
hepatica®

Concentracion Eficacia (%)
(uM) - . -
Compuesto Alfa (4-6) Diamfenetide desacetilado
146.7 100" nd"
34.68° nd 100
29.34° 100° nd
9.68 77.5 nd
3.81 nd 100
3.22 0.0 nd
1.08 0.0 100

Experimento llevado a cabo por triplicado. "Caus6 lisis de las metacercariaes. “Dosis equivalente a 10
mg/mL. °nd= No determinado.

4.11.2.2. Evaluacion del compuesto Alfa en ovinos
4.11.2.2.1 Administrado en capsulas de gelatina

En un ensayo preliminar in vivo en ovinos, el compuesto Alfa mostré eficacia de 80.6 y
86.9% a dosis de 10 y 15 mg/kg de peso, respectivamente (Tabla 4.8). El ensayo se hizo
contra fasciolas adultas de 10 semanas, el compuesto se administr6 al ganado en
capsulas de gelatina.?’

4.11.2.2.2. Administrado en suspension DMSO-agua

En otro estudio in vivo en borregos se evalué la actividad del compuesto Alfa en
metacercarias jovenes (de 4 semanas) y adultas (de 8 semanas) a dosis de 10, 15, 22.2 y
30 mg/kg; la eficacia promedio en ambos estadios fue 82, 87.6, 89.2 y 92.4%,
respectivamente (Tabla 4.8). El producto se administré en suspension acuosa en DMSO

al 5% agua. Aqui se demostré que el compuesto es efectivo en todos los estadios de
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Fasciola. De este estudio se determino la dosis de 15 mg/kg como sugerida para los

siguientes experimentos en ovinos.?

Tabla 4.8. Eficacia in vivo del compuesto Alfa a 4, 8 y 10 semanas de desarrollo de la F. hepatica

Dosis % de eficacia
mg/kg de peso Semanas de desarrollo de las fasciolas
juveniles de 4 adultas de 8 promedio 4-8 adultas 10
semanas® semanas® semanas semanas®
10 82.2 81.7 82 80.6
15 87.2 88.1 87.6 86.9
22.2 90.8 94.3 89.2 --
30 87.2 90.0 924 -
testigo 0 0 0 0

2Compuesto administrado en suspensién DMSO 5%-Agua; "compuesto administrado en cépsulas de
gelatina.

4.11.2.2.3. Evaluacion del compuesto Alfa en una formulacion en ovinos

En un experimento para evaluar la eficacia del compuesto Alfa formulado en suspension,
se infectaron experimentalmente 60 borregos con metacercarias de F. hepatica. Los
animales se dividieron en 12 grupos de 5 c/u. Seis grupos se trataron con el compuesto
Alfa recién formulado en suspension, a dosis de 15 mg/kg de peso, desde 3 dias hasta 10
semanas post-infeccién; los otros seis grupos sirvieron como controles sin tratamiento.
Cuatro semanas después de cada tratamiento, los animales se sacrificaron para colectar
los higados y determinar el % de eficacia del compuesto de acuerdo a la formula de

Foreyt.?®

% de Eficacia= % x 100

donde A es el numero de fasciolas en el grupo control
y B es el numero de fasciolas en el grupo tratado

Los resultados se muestran en la Tabla 4.9. Como se puede ver, la dosificaciébn en
suspension fue determinante para el incremento de la actividad fasciolicida. EI compuesto
fue igualmente efectivo en todas las fases de desarrollo de la Fasciola, desde inmaduras
(3 dias) hasta adultas (10 semanas) a diferencia de algunos farmacos, como clorsulén,
nitroxinil o cosantel que solamente son efectivos contra parasitos de seis semanas o

mas.>°
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Tabla 4.9. Eficacia del compuesto Alfa vs. Fasciolas juveniles y adultas en borregos infectados
experimentalmente

Grupo Tiempo de desarrollo de la F. hepatica al Eficacia (%)
(n=5) momento del tratamiento a 15 mg/kg *

1 3 dias 100

2 Control 0

3 2 semanas 100

4 Control 0

5 4 semanas 100

6 Control 0

7 6 semanas 100

8 Control 0

9 8 semanas 100

10 Control 0

11 10 semanas 100

12 control 0

®Previamente formulado con pectina, carboximetilcelulosa de baja y mediana densidad, sacarina, metilpara
beno y propilparabeno31

4.11.2.3. Evaluacion del compuesto Alfa en bovinos

El compuesto Alfa se evalué en ganado bovino en varios experimentos en la tesis de

Doctorado de Yolanda Vera.*
4.11.2.3.1. Determinacion de la dosis efectiva en bovinos

Se determind la dosis efectiva en ganado bovino infectado de forma experimental y
natural. Para ello se realizaron dos experimentos empleando toretes y novillos. En el
primer experimento los animales con 4 y 10 semanas de infeccion con F. hepatica se
trataron con suspension del compuesto Alfa a dosis de 10, 12 y 14 mg/kg de peso. En el
segundo experimento, los novillos infectados naturalmente se trataron con las mismas

dosis. A los 20 dias post-tratamiento se realizé el conteo de huevos y fasciolas.

Tabla 4.10. Porcentaje de efectividad del compuesto Alfa a diferentes dosis en ganado bovino

Dosis % de reduccion en animales % de reducciéon en animales
mg/Kg de peso experimentalmente infectados naturalmente infectados
huevos® fasciolas” huevos® fasciolas”
10 97.3 94.3 87.5 84.2
12 100 100 99.1 99.6
14 100 100 100 100

Determinado por conteo coproparasitoscépico. "Determinado por conteo directamente en higado.

De este experimento se concluyé que la dosis efectiva del compuesto Alfa en bovinos con

infeccion inducida o natural es de 12 mg/kg de peso.*?

4.11.2.3.2. Eficacia del compuesto Alfa contra F. hepatica de 4 y 10 semanas de desarrollo en

bovinos, comparada con el TCBZ.

En este estudio se evaluo la actividad fasciolicida del compuesto Alfa en novillos

infectados experimentalmente en dos ocasiones al dia 0 y dia 45, con el objetivo de tener
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fasciolas en distintas fases de desarrollo. Al dia 75 post-infeccion, los animales se trataron
con suspension del compuesto Alfa a 12 mg/kg de peso, un grupo semejante (infectado
de la misma manera) se traté con TCBZ y un tercer grupo sirvio como testigo. El dia 45
post-tratamiento del estudio, los animales se sacrificaron para realizar la medida y conteo
de los parasitos en los higados. Los resultados indicaron 100% y 99.4% de reduccion de
las fasciolas de 4 y 10 semanas de desarrollo respectivamente, para el compuesto Alfa y
de 100% para el TCBZ en ambas etapas. No hubo diferencia significativa entre Alfa y
TCBZ.*,

4.11.2.3.3. Eficacia del compuesto Alfa contra F. hepatica en diferentes etapas de desarrollo en

bovinos

Un experimento mas completo se desarroll6 infectando los animales con varias cargas de
metacercarias de F. hepatica con el propésito de tener fasciolas de diversas edades al
momento del tratamiento con una suspension del compuesto Alfa a dosis de 12 mg/kg de
peso. En la Tabla 4.11 se muestran los resultados después del conteo de las fasciolas y
compararse con los testigos.*

Tabla 4.11. Eficacia del compuesto Alfa contra F. hepatica de 3 dias a 12 semanas de desarrollo
en bovinos

% de reduccién a dosis 12 mg /kg de peso
Tiempo de desarrollo de las fasciolas

3 dias-2 semanas 3-4 semanas 6-8 semanas 10-12 semanas
100 96.4 99.0 100

4.11.2.3.4. Eficacia del compuesto Alfa comparado con otros fasciolicidas en bovinos

naturalmente infectados

En este estudio se comparé la eficacia del compuesto Alfa en vacas, infectadas
naturalmente, con tres fasciolicidas ya existentes en el mercado: triclabendazol, clorsulén
y closantel. La eficacia del compuesto Alfa a los 14 y 21 dias del tratamiento fue
equiparable a la de los farmacos estudiados, con 98.5% de eficacia, mientras que para
TCBZ fue 97.9%, para el closantel 97.7% y para el clorsulén 97.9%; lo que indica una alta

eficacia del compuesto Alfa en condiciones de ganado en el campo.*

4.11.2.3.5. Determinaciéon de la dosis maxima tolerada (DMT) e indice de seguridad (IS) en

bovinos

En este estudio se determind la dosis maxima tolerada, asi como posibles efectos
secundarios provocados por el compuesto Alfa. Se trataron cinco grupos de 3 animales
c/u con dosis de 12, 36, 60, 120 y 180 mg/kg de peso. A los animales se les determinaron
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sus parametros bioquimicos, hematologicos y fisiolégicos en tiempo O, 4, 8, 16, 128 y
hasta 720 h post-tratamiento. Durante el transcurso del experimento todas las
valoraciones fueron practicamente constantes, excepto para el grupo de animales
tratados con 180 mg/kg de peso, en el que éstos manifestaron alteraciones en la
frecuencia cardiaca y respiratoria, sin producir mayor dafio. Se determindé que la DMT
para el compuesto Alfa es de 180 m/kg de peso y su indice de seguridad es de 15 veces
la dosis efectiva. El indice de seguridad del TCBZ es de 20; sin embargo, produce
fotosensibilidad e inflamacion de la piel y las ubres, lo que no se observdé con el
compuesto Alfa. Por los resultados anteriores se postula que el tratamiento con el

compuesto Alfa es seguro en bovinos.*’

Por otro lado, también se evalud el efecto del compuesto Alfa en vacas de 2, 3,6y 9
meses de gestacion tratadas con una Unica dosis de 12 mg/kg de peso. No se observaron
abortos en los 24 animales del experimento, ni dafio aparente en los becerros recién
nacidos, ni en las madres durante el mes que duré el experimento. Con esto se

demuestra que el compuesto Alfa no es teratogénico.>®
4.11.2.3.6. Determinacion de la concentracién residual del compuesto Alfa en leche en bovinos

Se realiz6 un estudio de cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) para
determinar la concentracion del compuesto Alfa en vacas de produccion lechera a
diferentes tiempos: desde 1 h hasta 1024 h. La maxima concentracion detectada del
metabolito AlfaSO con la metodologia implementada fue de 12 ng/mL. El experimento se
corrié hasta las 72 h post-tratamiento, donde ya no se observé el metabolito o metabolitos
del Alfa. Este resultado es poco confiable, y no se pudo determinar el tiempo de retiro en

leche. Se requiere el desarrollo de una mejor metodologia para la determinacion.*
4.11.2.4. Desarrollo de una mejor formulacién en suspension del compuesto Alfa

Después de comprobar la eficacia in vivo del compuesto Alfa, se realizé un estudio para
desarrollar una metodologia para preparar una mejor formulacion de este compuesto.
Este trabajo fue desarrollado por David Tamayo Esquivel en su tesis de Licenciatura®® y
por la M. en C. Socorro Alpizar. En la Tabla 4.12 se muestran los componentes de la
formulacibn que cumplié con las caracteristicas fisicas, organolépticas, de pH vy
concentracion adecuadas; por lo que fue esta suspension la que se utilizo para las

posteriores evaluaciones in vivo.
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Tabla 4.12. Componentes de la Formulacion del compuesto Alfa®

Componentes p/100 mL p/1L
Metiparabeno 0189 189 Caracteristicas de la
Propilparabeno 0029 029 formulacion: Suspensién color
Sacarina sodica USP 0.2g 20g blanco homogénea
CMC (baja viscosidad) 05¢ 5.0g fisicamente estable, de
CMC (media viscosidad) 05¢ 50¢9 viscosidad de 148-182 cps,
Caolin coloidal 7549 75.0 pH 5.4, de facil manejo y

Aerosil 200 15¢g 150g¢g administracion.
Compuesto Alfa 10.0g 100 g
H,O purificada c.b.p 100 mL 1L Concentracion: 100 mg/mL

Con el propésito de aumentar la solubilidad del compuesto Alfa, se ha incursionado en la
sintesis de algunos derivados biorreversibles, estables en medio acuoso y solubles con
miras a tener una formulacién inyectable para mejor dosificacion del compuesto en
animales. En este sentido el acido 4-{[6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-
1-illmetoxi}-4-oxobutanoico fue el compuesto sintetizado que resultdé Unicamente 2.2
veces mas soluble que el compuesto Alfa en medio acuoso, lo cual es insuficiente para
una formulacion en solucién.*’ Estudios en esta area estan siendo desarrollado en

nuestro laboratorio.

Acido 4-{[6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-1-iljmetoxi}-4-oxobutanoico
4.11.2.5. Farmacocinética del compuesto Alfa

4.11.2.5.1. Desarrollo de un método analitico para la determinacion del compuesto Alfa y sus

metabolitos en fluidos bioldgicos

Debido a la necesidad de evaluar los parametros farmacocinéticos del compuesto Alfa en
animales y de contar con una metodolgia analitica confiable para la determinacion del
compuesto y sus metabolitos en fluidos biolégicos, se desarrolld6 un método analitico

utilizando la técnica CLAR en plasma y orina. El estudio se desarrollé en borregos
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tratados con dosis de 12 mg/kg de peso. Se utilizé detector de UV a 304 nm, una columna
C18 y una fase movil de MeOH-CH3CN-H,0. (40:40:30 v/v). El método es sensible para

llevar a cabo los estudios de farmacocinética.**

4.11.2.5.2. Determinacién de los pardmetros farmacocinéticos del compuesto Alfa en ovino vy

bovinos

En dos estudios separados y uno dual se evalud la farmacocinética del compuesto Alfa en
ovinos y bovinos.*? Se estudi6 la farmacocinética en muestras de sangre de animales
tratados con una suspension del compuesto Alfa a 12 mg/kg de peso por un periodo de
144 h, empleando CLAR. El compuesto Alfa no se detectd en sangre, Sino sus

metabolitos oxidados AlfaSO y AlfaSO,, al igual que sucede con el TCBZ.

También se determinaron las propiedades fisicoquimicas de solubilidad, pKa y el logP del

compuesto Alfa experimentalmente.

El compuesto Alfa tiene un pKa de 2.87, lo que lo clasifica como una base débil; un logP
1.44 lo que indica la naturaleza poco polar de la molécula por lo que es muy insoluble a
pH fisiologico (>0.02 pg/mL), y mas o menos soluble en solucion de HCI 0.1 M (10
ug/mL). La unién del AlfaSO a proteinas plasmaticas es de 82-86%, menos que TCB
(99%)°.

En la Tabla 4.13 se muestran los tiempos de vida media determinados del estudio en
ambos animales. En la tabla se puede ver que hay diferencias significativas en el
metabolismo entre ovinos y bovinos. Los ti, en bovinos son significativamente mayores
gue en ovinos, lo que justifica la diferencia en la dosis efectiva: 12 mg/kg de peso en
ovinos vs.15 mg/kg de peso en bovinos. La concentracion maxima de AlfaSO y AlfaSO,
también se alcanza mas rapido en ovinos que en bovinos, primero se detecta el AlfaSO.
Los resultados son ligeramente diferentes entre el compuesto Alfa y el TCBZ; aunque,
conservan la misma tendencia. Los tiempos prolongados de vida media del compuesto
Alfa, en forma de SO y SO,, lo postulan como un buen candidato de farmaco fasciolicida.
La pobre solubilidad sugiere la realizacién de mayores estudios encaminados a mejorar

esta propiedad.

60



Capitulo 4. Sintesis y actividad bioldgica del compuesto Alfa

Tabla 4.13. t,, y t,.x. de los metabolitos de Alfay TCBZ en ovinos bovinos

Especie Compuesto ti2(h) tmax (h)
Tiempo de vida media Tiempo para alcanzar max.
conc. en sangre
Ovinos AlfaSO 19.86 +1.18 14.10 £ 6.44
AlfaSO, 19.43 +3.33 23.34+£7.42
TCBZSO 16.0+1.7 341+1.8
TCBZSO, 25.4+1.0 420+2.4
Bovinos AlfaSO 29.87 +8.84 33.43+4.72
AlfaSO, 46.32 £ 15.23 65.14 + 6.41
TCBZSO 23.8+£8.85 30.00 £ 6.57
TCBZSO, 52.9+8.5 42.00£ 6.6

4.11.2.6. Estudios sobre el efecto del compuesto Alfa en la estructura y ultraestructura de la F.

hepatica

4.11.2.6.1. Efecto del compuesto Alfa en el tegumento de fasciolas maduras y juveniles

endémicas de México

Para la evaluacion del efecto del compuesto Alfa sobre fasciolas maduras se realizaron
dos experimentos con fasciolas adultas y uno con juveniles. El primero fue un estudio in
vitro en el que se expusieron fasciolas de 12 semanas de edad, cultivadas en el
laboratorio por infeccidn del caracol Lymnaea cubensis, al AlfaSO a una concentracion de
40 mg/L; después de 6, 12 y 24 h se analizé el dafio estructural mediante microscopia
electronica de barrido (MEB). En el segundo estudio 9 borregos se infectaron con
metacercarias de F. hepatica y a las 12 semanas post-infecciébn se trataron con una
suspension del compuesto Alfa a dosis 10 mg/kg de peso. Las fasciolas adultas se
extrajeron de los animales a diferentes tiempos post-tratamiento (6, 12 y 24 h); luego se

examinaron al microscopio electronico para evaluar el dafio.

Los resultados de este estudio mostraron dafio progresivo en el cuerpo del parasito. A las
6 h post-tratamiento se observaron protuberancias y surcos anormales, a las 12 h las
espinas empiezan a caer y el tegumento se rompe mayormente en la parte ventral; a las

24 h hay pérdida importante del tegumento y exposicion de la lamina basal.

En un tercer experimento se determiné el dafio causado por el compuesto Alfa en
fasciolas juveniles de tres semanas. El experimento se realiz6 de la misma forma que el

anterior, la evaluacioén del dafio se realiz6 por MEB.*°

A las 6 h se observaron protuberancias y ampollas en la superficie ventral y la region
anterior; a las 12 h post-tratamiento se observo desorden estructural y pérdida de las

espinas; y a las 24 h, franca pérdida del tegumento con exposicion de la ldmina basal.
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Esto sugiere dafio a nivel de microtubulos y/o actina; ya que el tegumento es rico en
tubulina y las espinas en actina. En la Figura 4.5 se muestran micrografias del dafio

causado por Alfa en las fasciolas juveniles.

Figura 4.5. Fasciola hepatica a las 6 h (1), 12 h (2) y 24 h (3) tras exposicidn al compuesto Alfa.
La microscopia electronica de barrido muestra dafio al tegumento de la superficie ventral (flechas
negras). Es notoria la pérdida del tegumento después de 24 h, asi como el disco succionador (O)
y el tegumento de la parte posterior (flechas blancas).

4,11.2.6.2. Efecto del compuesto Alfa en el tegumento de fasciolas maduras e inmaduras de

cepas Sligo, TCBZ-resistentes y Collumpton, TCBZ susceptibles

Se realizaron tres experimentos, in vitro, utilizando MEB, MET y ensayos
inmunocitoquimicos de tubulina-Inmunoreactiva (ICQ, tubulina-IR) con cepas resistente a
TCBZ y susceptibles a TCBZ.

En el primer experimento, fasciolas adultas de la cepa Sligo, TCBZ-resistentes, se
expusieron al metabolito AlfaSO a una concentracion de 10 ug/mL y se evaluo el dafio a

las 24 h de incubacion.

Los resultados por la técnica MEB coincidieron con los reportados por Rivera et al.*® Se
observo dafo en la superficie del tequmento en forma de ampollas y protuberancias, gran
pérdida de las espinas en la superficie ventral y en el cono oral, asi como

desprendimiento del tegumento en las margenes laterales. Figura 4.6.
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La MET revel6 inflamacion en los alrededores de las mitocondrias dentro de las células

tegumentales, proliferacion de cuerpos celulares T2, pero no complejos de Golgi.

Los estudios ICQ mostraron que la incubacion con AlfaSO no caus6 cambios significativos
en la distribucion de la tubulina de las células tegumentales, de las cepas resistentes al
igual que sucede con ABZSO y TCBZSO.

De estos resultados se concluye que el AlfaSO afecta considerablemente a las fasciolas
adultas resistentes al TCBZ, pero no a nivel de la estructura de tubulina.*®

El segundo experimento, a nivel de estructura y subestructura, con fasciolas susceptibles
a TCBZ, se realizé por exposicion de las F. hepatica, de la cepa Collumpton al AlfaSO a
10 ug/mL. Se encontré que este compuesto altera significativamente la organizacion de la
tubulina en la estructura de las capas del sincitio, lo que sugiere que posiblemente la
tubulina de Fasciola sea un blanco para la accion del compuesto Alfa, de la misma
manera que para el TCBZ. Sin embargo, la diferencia estructural entre AlfaSO y TCBZSO
podria modificar el sitio de unién de AlfaSO en la tubulina.

Estos resultados indican que posiblemente el compuesto tenga un efecto de accion dual,
a nivel de tubulina y otro, posiblemente actina, ya que las espinas estan formadas de esta

proteina, y sufren dafio considerable por efecto del AlfaSO.

En un tercer experimento, fasciolas juveniles de la cepa Sligo, TCBZ-resistentes, se
incubaron in vitro con 10 ug/mL de AlfaSO. Por técnicas de microscopia electronica MEB,
MET e inmunocitoquimica (ICQ) se estudiaron los cambios en la estructura y
subestructura del parasito a 6 y 18 h de incubacioén. A las 18 h se observaron los cambios

mas evidentes.

Por MEB se observaron protuberancias y ampollas en el tegumento en la superficie

ventral y dorsal, pero en menor grado que con las fasciolas adultas.

Asi mismo, la MET revelo inflamacion de las mitocondrias y cuerpos basales, también se
observd disminucion de cuerpos secretores T1 y T2, diferente a lo observado con
fasciolas a las adultas en donde hubo proliferacion de cuerpos T2. También fue notoria la
ruptura y disminucién de las fibras musculares circulares bajo las espinas, lo que causé

pérdida de motilidad.*®
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Figura 4.6. Microscopia electronica de barrido de la superficie del tequmento de Fasciola hepatica
resistentes a TCBZ después de 24 h de la exposicién al metabolito AlfaSO. (A) Se observa dafio
evidente en la superficie del tegumento (flechas), el disco y el succionador ventral (OS 'y VS) y en
las espinas (SS). (B) Imagen de la superficie dorsal de F. hepatica. (C y D) Amplificacion de la
zona dorsal. Es evidente la pérdida de las espinas, importantes para la adhesién y permanencia
del parasito en el huésped.

El estudio de ICQ, no reportd dafio estructural en la tubulina-IR, en el sincitio tegumento,
células citoplasmaticas conectoras ni células tegumentales, por lo que el efecto de AlfaSO
no es sobre la estructura de la tubulina, sino que sobre otro blanco, posiblemente la

actina. Figura 4.7.

Los resultados de estos experimentos no estan en concordancia con lo realizados con
cepas de F. hepatica endémicas de México, en donde se observd que el dafio por el
AlfaSO fue mayor sobre las fasciolas juveniles de 3 semanas de edad que sobre las
adultas. La diferencia entre los experimentos es que para las fasciolas juveniles, en el
estudio mexicano, se realiz6 in vivo; por lo que el entorno fisiologico es diferente para los
parasitos. Ademas no debemos olvidar que el metabolismo del huésped sigue activo y
gue el sulféxido se transforma a la sulfona, lo que tal vez concuerde con un mayor dafio

sobre la fase juvenil.
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Figura 4.7. Ensayos de inmunotincion de tubulina en células del tegumento de F. hepatica sin
tratamiento (a), y tras su exposicion al metabolito sulféxido de Alfa a la concentracion de 10
mg/mL a las 6 h (b) y 18 h (c). LAmina basal (BL), nucleo celular (nu), célula tegumental (TC),
espinas (S). En las células sin tratamiento se observa ligero incremento de la inmunotincién en la
zona de la membrana apical (fechas largas) y de la membrana basal (flechas cortas). En el
recuadro se observa fuerte inmunoreactividad alrededor del nucleo celular (nu). A las 6 h de
exposiciéon de observa una disminucién en la intensidad en la zona de la membrana basal y apical,
la zona alrededor del nlcleo se mantiene sin cambios. Ademas es notoria la presencia de cuerpos
de secrecion, los cuales son generados por el parasito para reparar el dafio celular. Este
incremento puede indicar una respuesta al stress, incrementando el transporte y liberacion de los
cuerpos de secrecion en la célula, observandose la aparicién de la linea intensa en la membrana
apical, lo que eventualmente lleva al dafio en la membrana. A las 18 h de la exposicién se observa
fuerte intensidad en la zona basal y apical. Hay una disminucién significativa de cuerpos de
secrecion, esto puede deberse a la disminucién en la capacidad de la reparacién del dafio. A
pesar de ello, las modificaciones en la distribucion de los microtibulos no son muy evidentes, por
lo que la accién del compuesto puede tener un mecanismo alterno de alteracion en proteinas
estructurales, tales como la actina.*
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4.11.2.6.3. Efecto en el tegumento de F. hepatica adulta y juvenil después del tratamiento con el

compuesto Alfa en ovinos irlandeses.

Se corrieron dos experimentos semejantes a los del apartado anterior, con el proposito de
estudiar el dafio a nivel de estructura sobre F. hepatica adultas y juveniles, con la
diferencia de que las fasciolas se crecieron in vivo en borregos infectados con el
trematodo de la cepa Collumpton, TCBZ susceptibles. Cuando las fasciolas alcanzaron 4
0 12 semanas de desarrollo, los borregos se trataron con una dosis de 15 mg/kg de peso;
luego, éstas se extrajeron de los higados del huésped a las 6, 24 y 72 h post-tratamiento,

y se analizaron por MEB y MET.

Los resultados mostraron que el efecto es directamente proporcional al tiempo, los cambio

mas evidentes se observaron hasta las 72 h, en las dos etapas de desarrollo.

En las fasciolas adultas el dafio en el tequmento se observo (MEB) ligeramente a partir de
las 24 h; a las 48 h hubo reduccion evidente de la movilidad; a las 72 h post-tratamiento
se observd dafio extenso en el tegumento, se observaron protuberancias y ampollas,
pérdida de las espinas, exposicion de la lamina basal de la parte posterior y en los casos
mas severos se observo ruptura de la lamina basal con exposicion de la musculatura
subyacente. Estos cambios conducen a la eliminacion de los parasitos, lo que concuerda
con los altos valores de eficacia reportados.*

Resultados semejantes se obtuvieron con fasciolas juveniles de 4 semanas en donde el
dafio observado por MEB fue gradual. A las 48 h se empiezan a observar los cambios en
la disrupcién del tegumento, siendo muy extensa la ruptura a las 72 h. Se observaron
grandes areas de sincitio tegumental y lamina basal expuesta con presencia de vacuolas

autofagicas.

Por MET se observo ruptura progresiva de mitocondrias, pérdida de cuerpos secretores

T1. Las células musculares longitudinales y circulares en algunos casos desaparecieron.

En comparacion con el efecto reportado con las fasciolas mexicanas, en este estudio se
observa dafio mas severo sobre la F. hepatica de la cepa Collumpton; sin embargo, en las
otras el dafio fue mas rapido (12 h post-tratamiento). Si bien ambas cepas son
susceptibles a TCBZ, sus origenes son diferentes lo que puede modificar la
susceptibilidad.>*
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4.11.2.6.4. Estudio sobre los cambios ultraestructurales en el sistema tegumental y células

gastrodérmicas de F. hepatica adulta después del tratamiento in vivo con el compuesto Alfa

Con el proposito de conocer un poco mas sobre el modo de accién del compuesto Alfa, y
de como éste se introduce en el parasito, se realiz6 un estudio con fasciolas adultas
obtenidas de higados de borregos irlandeses tratados con 15 mg/kg de peso de Alfa, a

24, 48 y 72 h post-tratamiento.

Los resultados de MET mostraron el sincitio tegumental mas dafiado que el intestino en
todas las mediciones, lo que sugiere que la entrada del compuesto no fue via la cavidad
oral, sino a través del tegumento. Este sufrié dafio gradualmente; a las 48 h las espinas
empiezan a caerse; generalmente, las espinas permanecen unidas a la lamina basal
hasta que el tegumento se pierde. A las 72 h post-tratamiento el dafio es severo y se
acompafia de pérdida de movilidad lo que ocasiona que las fasciolas no se alimenten por
lo que caen en inanicion. Esta pérdida de movilidad se vio asociada a la destruccion de

las células musculares.

Otro cambio, tiempo dependiente, que se observd fue en las mitocondrias, su deterioro
fue progresivo empezando desde las 24 h y fue en aumento hasta las 72 h, por lo que es
poco probable que el efecto se deba a desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa.
También se observo formaciéon de vacuolas indicando ruptura celular. Es posible que otra
estructura del citoesqueleto, por ejemplo actina, sea el blanco del compuesto ya que
AlfaSO tuvo efecto sobre fasciolas resistentes a TCBZ y no se observo, por estudios

inmunocitoquimicos, relacion con desestabilizacién de la tubulina-inmunoreactiva.>

4.11.2.5.5. Evaluacion de la eficacia del compuesto Alfa in vivo vs fasciolas resistentes y

susceptibles a TCBZ en ovinos irlandeses.

Se realizdé un estudio in vivo de la eficacia de Alfa en borregos irlandeses infectados
experimentalmente con cepas de fasciolas resistentes (Sligo) o susceptibles (Collumpton)
a TCBZ a diferentes etapas de desarrollo: 3 dias, 4 y 12 semanas. Este estudio se realiz6
en ovejas a una dosis de 15 mg/kg de peso en las fases juvenil y adultas de la F.
hepatica. Paralelamente se realizé un experimento con TCBZ con el propésito de
comparar la eficacia de ambos farmacos. Como parametro de efectividad se midié la
excreta de huevos. El compuesto Alfa fue muy efectivo en las cepas adultas susceptibles
a TCBZ, mostrando una disminucion del 100% en la produccion de huevos; mientras que
solamente mostré 62.5% de reduccidn de la carga parasitaria en fasciolas joévenes

susceptibles a TCBZ, cuando éste tuvo una eficacia de 98% en la reduccién de fasciolas
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adultas. En el caso de la infeccidn con la cepa resistente, no se observo disminucion en la
produccion de huevos. Este resultado se contrapone a lo encontrado el estudio in vitro en
el que se observé severos cambios, no dependientes de tubulina, en el tegumento de las
fasciolas a las 18 h de exposicion al compuesto Alfa. Estos resultados sugieren mayores
estudios para determinar la efectividad de Alfa in vivo contra fasciolas resistentes.
Tomado en cuenta que la maxima dosis tolerada es de 180 mg/kg de peso en bovinos,

podria analizarse un ajuste de la dosis.>

Los resultados de este experimento comprueban que el compuesto Alfa es un potente
fasciolicida contra cepas susceptibles a TCBZ, pero no mejor que el TCBZ. Es importante
notar que el efecto mayoritario de Alfa es entre las 48 y 72 h post-tratamiento, lo mismo se
observa para el TCBZ; ambos compuestos son de accion lenta, como es tipico de los
bencimidazoles. Debido a que se ha demostrado que la sulfona del triclabendazol,
TCBZSO,, provoca hasta el 41% de la disminucion de la carga parasitaria en ovinos, es
importante hacer un estudio sobre el efecto del metabolito AlfaSO, sobre F. hepatica.

4.11.2.6.5. Efecto en las estructuras del sistema reproductor de F. hepatica susceptibles y

resistentes a TCBZ después del tratamiento in vivo con el compuesto Alfa
- Estudio sobre la espermatogénesis

En la F. hepatica se sabe que las células testiculares son el tejido més sensible a la
accion de los farmacos; los tubulos testiculares sufren mayor dafio que otros érganos del

sistema reproductivo.

Para evaluar el efecto del compuesto Alfa sobre la espematogénesis, se realizé un
estudio histologico y por microscopia electréonica (MET) a fasciolas susceptibles a TCBZ
de 12 semanas de edad, extraidas de los higados de borregos tratados con 15 mg/kg de

peso del compuesto Alfa a diferentes tiempos post-tratamiento (24, 48y 72 h).

Los resultados indican que la espermatogénesis se ve severamente afectada por el
compuesto Alfa. A las 24 h post-tratamiento, ya fueron evidentes cambios en los tubulos
testiculares, se observd disrupcidn de los arreglos celulares 8-cell o rosetas y este
deterioro se volvio mas severo con el tiempo. A las 48 h se observaron los tabulos vacios
de células; hubo reduccion del nUmero de espermatogonia primaria y secundaria, lo que
sugiere efecto del compuesto en la division celular; también se observaron células

multinucleares. A las 72 h, no hubo arreglos 8-cell reconocibles, se observé material
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celular disperso, las células encontradas aparecieron con varios nucleos. El centro del

arreglo roseta 8-cell (el citéforo) sufrio fragmentacion y vacuolizacion.

De este estudio se obtienen dos conclusiones importantes de cara a la elucidacion del
mecanismo de acciéon del compuesto Alfa. La presencia de células multinucleares, que
deriva de la inhibicién de la citocinesis o disrupcion de los microfilamentos, indica que los
procesos meiotico y mitético continuaron, pero no la division del citoplasma; y la otra, que
la inhibicion de la division celular y fragmentacion de las rosetas es compatible con la
disrupcién de los microtubulos. Ademas se sabe que la regién del citéforo tiene como
componente actina; y en estudios anteriores se ha demostrado que el compuesto Alfa
altera las fibras musculares de las fasciolas, entonces se plantea la hipotesis de que el

compuesto Alfa puede tener también como blanco a esta proteina del citoesqueleto.>*
- Efecto del compuesto Alfa sobre la ovogénesis

Para completar los estudios acerca de los cambios a nivel de estructura y de
ultraestructura ocasionados por el compuesto Alfa a la F. hepatica, se evalu6 el efecto
sobre los 6rganos del sistema reproductor femenino de fasciolas de 12 semanas de edad
a diferentes tiempos post-tratamiento (24, 48 y 72 h). Los trematodos estudiados se
recuperaron de higados de borregos irlandeses tratados con 15 mg/kg de peso del

compuesto Alfa.

El dafio se evalu6 por medio de comparacion histolégica con muestras de fasciolas no

tratadas y por MET.

La produccion de huevos ces6 a las 24 h post-tratamiento y precedié a otros cambios
importantes en la maquinaria reproductiva. A las 48 h hubo mayor niumero de células
vitelinas maduras que inmaduras; los foliculos se observaron vacuolizados y la cubierta
protectora de las células desorganizada. En las imagenes vistas al microscopio, la
cavidad uterina es poco visible. A las 72 h el dafio fue mayor, hubo disrupcion de los
foliculos, el Gtero ya no se distingue y tampoco las células vitelinas estan definidas. A los
3 dias se observo disminucion en la ovogonia junto con un incremento de eosindfilos y
células apoptéticas. La Figura 4.8 muestra las microscopias de las fasciolas observadas
por MET.
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Figura 4.8. (A) F. hepatica sin exposicion al compuesto Alfa. El Gtero con huevos (Ut), el disco y
zona de succion (OS y VS), glandula de Mehlis (Ot), membrana vitelina (V) y reservorio vitelino.
(B) 24 h post-tratamiento. El Utero contiene poca cantidad de huevos en su interior, se comienza a
presentar dafio en las paredes y en la membrana vitelina. (C) 48 h post-tratamiento. El Gtero no
puede ser distinguido con facilidad, la membrana vitelina es menos evidente. (D) 72 h post-
tratamiento. A este tiempo de exposicidon el Gtero ya no se distingue, las barreras vitelinas ya no
se encuentran presentes.

En el recuadro se presenta un utero (Ut) sin exposicion al compuesto (A) donde se observa
claramente la presencia de huevos (E). (B) A 24 h post-tratamiento ya no se observan huevos en
el Gtero, la membrana vitelina ya no se encuentra presente y comienza a formarse cumulos de
material proteico (flechas).

El efecto sobre la inhibicibn de la ovogénesis esta directamente relacionado con una
inhibicion en la division celular coincidente con efecto directo sobre los microtubulos.
Estas observaciones son coincidentes con lo observado para el tegumento y los
testiculos; cabe sefalar que de los érganos reproductores estudiados, el dafio en los
testiculos ha sido el mas pronunciado.
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Estos resultados demuestran que el compuesto Alfa tiene mucho potencial como
fasciolicida ya que evita la reproduccion y por consiguiente interrumpe el ciclo de vida de

la F. hepatica.
4.11.2.7. Actividad antiprotozoaria del compuesto Alfa

Al compuesto Alfa también se le determinGd su potencial antiprotozoario contra Giardia
intestinalis, Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis, mediante el método de

subcultivos.>®

La Tabla 4.14 muestra las Clsp calculadas por el analisis Probit para los ensayos in vitro
con tres protozoarios antes mencionados. Se utilizaron como controles positivos, ABZ,
MTZy NTZ.

De los tres protozoarios, el mas susceptible al compuesto Alfa fue E. histolytica, siendo
2,143 veces mas activo que ABZ, 2 veces mas que NTZ y 13 veces mas que MTZ, contra
G. intestinalis; el compuesto Alfa sélo superé a MTZ y contra T. vaginalis fue mejor que
ABZ.

Este estudio demostré que el compuesto Alfa es un potente amebicida con un a Clso de

26.4 nanomolar.

Indirectamente, a pesar de que se trata de organismos diferentes, estos resultados
coinciden con la hipdtesis de que Alfa tiene cierta preferencia por la proteina del
citoesqueleto actina, ya que afecta mas a E. histolytica, rica en actina, que a G. intestinalis

rica en tubulina. Sin embargo, esto deberd demostrarse.

Tabla 4.14. Susceptibilidad de G. intestinalis, E. histolytica, T. vaginalis al compuesto Alfa

Compuesto Clso uM Clso uM Clso uM
G intestinalis E. histolytica T. vaginalis

ALFA 0.3095 0.0264 0.4518

ABZ 0.0370 56.600 1.5920

NTZ 0.0130 0.0550 0.1100

MTZ 1.2280 0.3500 0.2160

4.11.2.5.7. Actividad inhibitoria de la enzima Triosafosfato isomerasa (TIM) de E. histolytica y

Trypanosoma cruzi

Como parte de nuestros esfuerzos en el diseiio de antiparasitarios, al compuesto Alfa se
le determind la actividad inhibitoria de la enzimas TIM de los protozoarios E. histolytica y

Trypanosoma cruzi.
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Se encontré que una concentracion de 100 uM del compuesto Alfa inhibio la actividad de

las enzimas en 66% y 13% respectivamente. Estudios de acoplamiento molecular

(docking) reportaron valores de AGynisn de unién favorables con las enzimas TIM, con

valores de -10.15 kcal/mol para E. histolytica y -6.75 kcal/mol para T. cruzi.>®>*® Este dato

es importante ya que sugiere que la TIM es un posible blanco para la actividad

antiamebiana que presenta este compuesto.

4.12. Conclusiones

4.12.1.

4.12.2.

Parte quimica

Se sintetiz0 el compuesto Alfa a escala de 100-150 g con rendimiento global de
51%, lo cual es bueno para un proceso de 5 pasos, sin contar la preparacion de la

materia prima

La metodologia de la SyAr fue mejor utilizando la acetamida, aunque puede

significar mas pasos de sintesis dependiendo de qué materia prima se disponga.

El método asistido por microondas para la SyAr es rapido y eficiente, emplea
disolventes de facil recuperacion y disminuye considerablemente el tiempo de
reaccion. Esta metodologia requiere un estudio sobre el escalamiento ya que las

pruebas se hicieron a escala de 0.2 a 10.0 g.

La reduccion con SnCl,'2H,0 es el mejor método de reduccién del grupo nitro para
el proceso a escala mayor de 100 g. La reduccion catalitica es lenta, cara y

requiere calor.

La ciclacion via el xantato de etilo no ofrece ningun problema, todo depende de la
calidad de la diamina empleada como materia prima.

La reaccion con CHgl en acetona es mas rapida que en EtOH. Se requiere cuidado

de la temperatura para evitar productos de dimetilacién.
Parte bioldgica

El compuesto Alfa fue muy activo contra cepas de F. hepatica susceptibles a
TCBZ, endémica de nuestro pais e irlandesas. Los resultados in vitro e in vivo lo

manifiestan.
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Los estudios sobre la estructura en fasciolas adultas mexicanas, susceptibles a
TCBZ, in vitro expuestas a AlfaSO mostraron dafios en menor tiempo de
exposicion que las cepas de Cullompton irlandesas, 12-24 h vs. 48-72 h; sin
embargo, el dafio en el tegumento y espinas se observO mas severo en las

fasciolas irlandesas.

El compuesto Alfa mostré efecto in vitro sobre F. hepatica resistente a TCBZ en

sus dos estadios, adulto y juvenil. En cepas mexicanas e irlandesa.

Los estudios en ganado ovino y bovino permitieron determinar la dosis efectiva
entre 15y 12 mg/kg de peso respectivamente y la maxima dosis tolerada de 180

mg/kg de peso

La eficacia mostrada con el ganado mexicano a diferentes edades del parasito fue
de 86-100% dependiendo de la forma de dosificacién. En suspensién, se obtuvo el

mayor porcentaje.

En los estudio in vivo en ganado ovino irlandés, se encontré6 un 100% de eficacia
en la reduccion de huevos en las excretas, contra cepas susceptibles a TCBZ
adultas, pero 62% de disminucion de la carga parasitaria cuando se traté a
fasciolas de 4 semanas de edad. TCBZ fue 98% efectivo vs. fasciolas adultas de

12 semanas.

La eficacia del compuesto Alfa en estudios in vivo en ovinos irlandeses, infectados
con cepas resistentes a TCBZ, fue nula, a pesar de que in vitro se observaron
severos dafos en la estructura y subestructura de las fasciolas adultas y juveniles.

Tal vez modificando la dosis podria modificarse este resultado.
La eficacia del compuesto Alfa fue equiparable a la del TCBZ.

De los estudios histologicos y de microscopia electrénica MEB y MET, se concluye
gue el mayor efecto del compuesto Alfa es sobre el tegumento, las espinas y las
fiboras musculares de fasciolas susceptibles y resistentes a TCBZ; sobre la

espermatogénesis y oogénesis en fasciolas susceptibles a TCBZ.

Los estudios inmunocitoquimicos con tubulina—inmunoreactiva mostraron que el
dafio observado en las fasciolas resistentes a TCBZ, tratadas con el compuesto
Alfa, no tiene relacion con la tubulina. Sin embargo, en fasciolas susceptibles a

TCBZ el efecto si tiene dependencia con la tubulina.
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De todo lo anterior se puede inferir que el compuesto Alfa puede tener mas de un
sitio de accion, uno sobre tubulina y otro sobre actina, ambas proteinas del

citoesqueleto.

El compuesto Alfa muestra mayor efecto a largo tiempo 12-24 h y 48-72 h post-
tratamiento en ovinos nacionales e irlandeses respectivamente, por encima del
tiempo en el que el AlfaSO alcanza su pico mas alto en sangre, por lo que un
posible efecto causado por la AlfaSO, no debe descartarse.

Se estudi6 la farmacocinética del compuesto Alfa y sus propiedades fisicoquimicas,
los tiempos de vida media (t12) en ovinos y bovinos mostraron diferencias entre
especies. Se demostré que el compuesto Alfa se metaboliza rapidamente a sus
formas oxidadas, AlfaSO y AlfaSO,, mas rapido en ovinos que en bovinos;

semejante a su analogo, el TCBZ.

Se requieren estudios sobre el efecto del metabolito AlfaSO, sobre F. hepatica in

vitro.

Se demostr6 ampliamente que el compuesto Alfa es un bioisostero del
triclabendazol y que puede ser empleado como tratamiento contra la fasciolosis en

ganado ovino y bovino.

El disefio de analogos del compuesto Alfa que modifiquen sus propiedades
fisicoquimicas, afinidad por los sitios blanco, capacidad de atravesar membranas,
farmacocinética y/o metabolismo podria generar moléculas mas activas contra

todas las edades de la F. hepatica y contra cepas resistentes.

La dosificacion del compuesto Alfa en los animales tratados es determinante para
la buena eficacia del compuesto Alfa ya que en los experimentos con fasciolas
mexicanas, la eficacia se mejoré en un 15% cuando Alfa se administré en una

suspension recién preparada.

Mayores estudios sobre la forma farmacéutica para la dosificacion en los animales

estan en progreso.

El compuesto Alfa demostré ser un potente amebicida siendo hasta 2 y 13 veces
mas activo que los farmacos de eleccion para el tratamiento de la amoebiosis. Un
posible blanco para su actividad podria ser la enzima triosafosfato isomerasa de E.

histolytica, ya que en un estudio in vitro inhibi6 el 66% de su actividad.
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Capitulo 5. 1-Metiltriclabendazoles

5.1. Introduccion.

Hasta principios de los afios 70’s el uso de los bencimidazol-2-carbamatos de metilo (BZC),
como albendazol (ABZ) y mebendazol (MBZ), se habia limitado al tratamiento de las
helmintiosis gastrointestinales principalmente. A la fecha también se ha demostrado la
efectividad del ABZ contra parasitosis extraintestinales como cisticercosis y trichinellosis; sin
embargo, para que sea efectivo se requieren dosis altas y tratamientos prolongados.®
Ademas ABZ es efectivo contra la Fasciola hepatica pero Unicamente sobre la forma adulta

del parésito.?

Por otro lado, también se ha demostrado que ABZ es un potente antiprotozoario contra G.
intestinalis, menos potente, pero activo, contra T. vaginalis y en menor grado contra E.

histolytica.*

El triclabendazol (TCBZ) es un bencimidazol estructuralmente diferente a los BZC ya que
posee en su estructura un grupo metiltio en posicion 2 del nucleo de bencimidazol en lugar
del grupo metoxicarbonilamino, caracteristica que le confiere mayor biodisponibilidad. Dentro
de los bencimidazoles es el Unico efectivo contra todas las fases del trematodo F. hepatica.
TCBZ es poco activo contra nematodos y cestodos susceptibles a BZC y también es poco

activo contra otros trematodos.*

Hasta ahora no se sabe con certeza la manera en como el TCBZ ejerce su accion a nivel
estructural, se sabe que uno de sus principales mecanismos de accién es la inhibicion de la
polimerizacion de la tubulina y que se une a la B-tubulina por un sitio diferente al que lo

hacen los BZC como el albendazol.®

Como parte de la investigacion hacia la basqueda de nuevos antiparasitarios, en esta parte
del trabajo de tesis se desarrollo la preparacion de 2 derivados del triclabendazol 1-metilados
y se les determiné su actividad antihelmintica y antiprotozoaria como mezcla de

regioisomeros y por separado.
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5.2. Espectro antihelmintico del triclabendazol

En la patente del TCBZ se demostro Unicamente la actividad fasciolicida de este compuesto
a 30 mg/kg de peso en ovinos; después en estudios posteriores se ajustd a la dosis a 12

mg/kg de peso.®

En 1986 Coles reportd la actividad in vitro e in vivo del triclabendazol frente a diversos
nematodos, cestodos y trematodos. Como se puede ver en la Tabla 5.1, TCBZ sélo fue

activo in vivo contra F. hepatica.*

Tabla 5.1. Actividad del triclabendazol vs. helmintos in vitro e in vivo

Especie Concentracion % de Régimen de dosificacion
efectiva in vitro en Efectividad
pg/mL? in vivo
F. hepatica 25 90 una dosis oral 40 mg/kg
100 100 ppm en la dieta por 7 dias
S. mansoni 50 n.a’ 500 ppm en la dieta por 7 dias
H. diminuta 0.5 n.a una dosis oral 200 mg/kg
n.a 200 ppm en la dieta por 5 dias
T. crassiceps 50 n.a 500 ppm en la dieta por 14 dias
C. elegans > 40 n.a
N. dubius n.a 500 ppm en la dieta por 7 dias

4Concentracion que produjo inmovilizacion total en 24 h.
®No fue activo a la dosis experimentada

Estudios in vivo en humanos han demostrado que TCBZ es efectivo contra la Fasciola de
pulmén, Paragonimus mexicanus, a dosis de 10 mg/kg’ méas de 10% mejor que praziquantel
y con menos efectos secundarios. También se ha comprobado la eficacia del TCBZ contra el
trematodo Gyrodactylus sp. que infecta a los peces de agua dulce como las truchas, in vitro e
in vivo a 4 y 25 mg/L respectivamente.® Su espectro de accién es limitado, pero va en

aumento el descubrimiento de nuevos parasitos susceptibles a este compuesto.
5.3. Importancia de la Trichinella spiralis

Se sabe que la trichinellosis es una zoonosis que implica un gran problema de salud en el
mundo, y mas aun con el movimiento de grandes poblaciones. El agente causal es el
helminto Trichinela spiralis (T. spiralis), que como se menciono en el Capitulo 2, cursa con
dos fases en su ciclo de vida: la fase entérica (gastrointestinal) y la fase sistémica (la larva
muscular que invade el sistema musculo-esquelético). Para su tratamiento, desde hace
mucho tiempo se emplean ABZ y MBZ. El mas usado es ABZ, pero con la desventaja de su
pobre solubilidad acuosa, y por consiguiente pobre biodisponibilidad; se absorbe solo un 5%

de la dosis, lo que lo hace poco efectivo cuando el parasito ya se encuentra en el musculo.’
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T. spiralis ademas de ser el agente de una parasitosis importante, posee un ciclo de vida
muy interesante, que permite utilizarse como modelo experimental para la evaluacion

antihelmintica in vivo de nuevos compuestos a nivel sistémico y enteral.
5.4. 1-Metilbencimidazoles como antiparasitarios

Esta demostrado que el principal mecanismo de accién de los BZC es la inhibicion de la
polimerizacién de la tubulina y como consecuencia de ello, otros eventos bioquimicos se ven
afectados; como por ejemplo, la captacion de la glucosa, la actividad de la fumarato
reductasa o la actividad neuromuscular.'® También es importante mencionar que la formacién
de los complejos entre los BZC y la tubulina asi como su estabilidad, dependen de la
naturaleza de los grupos que sustituyen al nacleo de bencimidazol-2-carbamato de metilo.
Por décadas se ha postulado que la presencia del H en la posicion 1 del bencimidazol es
esencial para la actividad antihelmintica.'*. Algunas excepciones son los BZC sustituidos

como el benomilo, un profarmaco que libera el carbendazim in vivo.'?

Nuestro grupo de investigacidon ha reportado la sintesis y actividad antihelmintica de
derivados 1-metilados y N-metilados de ABZ contra T. spiralis y T. crassiceps. Se encontrd
gue contra estos parasitos, susceptibles a ABZ, la actividad tanto in vitro como in vivo
disminuye drasticamente cuando se sustituye la posicion 1 del bencimidazol vy
moderadamente cuando se sustituye el nitrégeno del carbamato; asi por ejemplo, cuando se
trataron ratones infectados con T. spiralis a 75 mg/kg con ABZ el porcentaje de reduccion de
las LM (larvas musculares) fue de 85.3%; este valor bajé a 1.8% cuando se traté del 1-
metilABZ.*®

Tabla 5.2. Actividad antihelmintica de albendazol y sus derivados metilados

Compuesto % reduccion de la carga parasitaria de % reduccion de la carga parasitaria de
T. spiralis, in vivo a 75 mg/Kg"® T. crassiceps in vitro (cepa ORF)"
LM Fase adulta a0.28 uM al1.7uM

ABZ 85 55.9 80 99

ABZSO 46 88

N-metilABZ 37 44.9 0 0

1-MetilABZ 1.8 0 0 0

(isébmero 1,6)

1-MetilABZ 10.7 194 0 0

(isomero 1,5)

En estos trabajos también se reporté la actividad in vitro contra el protozoario G. intestinalis,
susceptible a ABZ, encontrandose que la actividad disminuy6 hasta 10 veces en los

derivados metilados.” Lo anterior también puede afirmase para la actividad giardicida 1H-
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bencimidazol-2-il-carbamatos de metilo con sustituyentes metilo en posicion 1 del
bencimidazol y sustituyentes pequefios como Cl en posiciones 5 y/o 6, ya que en un estudio
in vitro la Clso fue hasta 10 veces mas alta que la obtenida para los 1H-bencimidazol-2-il-

carbamatos de metilo analogos sin metilar.'®

Por otro lado, cuando la sustitucion en posicion 2 del bencimidazol es diferente del grupo
metoxicarbonilamino y en su lugar se tienen SH, SCH3, CF3, NH,, CH3, H, COOR, 0 CONHR;
la presencia de un metilo en posicion 1 del bencimidazol no disminuye la actividad giardicida,
sino que en algunos casos la incrementa. También se reporté que este tipo de compuestos
no inhibe la polimerizacion de la tubulina, como lo hace el ABZ, por lo que se presupone que

actGian por un mecanismo diferente.*®
5.5. Preparacion de 1-metilbencimidazoles

Hay varias estrategias que se pueden seguir para la preparacion de 1-metilbencimidazoles;
todo depende la sustitucion en el nucleo de bencimidazol. En general, se pude decir que se
pueden obtener por alquilaciébn del propio bencimidazol o a partir de las N-metil-2-

nitroanilinas adecuadamente sustituidas.
5.5.1. A partir de bencimidazoles

Los N-metilbencimidazoles se pueden obtener por metilacion directa del bencimidazol con un
agente alquilante como CHgsl en medio basico (a) con (CH3),SO4 (b) o utilizando acetales
dimetilados de DMF en condiciones anhidras (c).*® Otra manera de metilar al bencimidazol es
mediante aminacion reductiva, utilizando paraformaldehido y cianoborohidruro de sodio en

acido acético, Esquema 5.1 (d).**

CH,l / base

S —

(CH,),S0, CHy
R N - = R N R N
\©: R (CH),NCH(CH), \©: R+ \©: )R
N _— N N
H CH,

(HCHO)n / NaBH,CN

CH,COOH

Esquema 5.1. Obtencion de 1-metilbencimidazoles a partir de bencimidazol.

Cuando el bencimidazol que se requiere estd sustituido asimétricamente se obtiene la

mezcla de isdbmeros y es necesario separarlos, lo cual pude ser un proceso dificil.
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5.5.2. A partir de N-metil-2-nitroanilinas

Las N-metil-2-nitroanilinas adecuadamente sustituidas dan los bencimidazoles sustituidos en
1 por reduccion y posterior ciclacion con el electréfilo adecuado; la clave de esta metodologia
es la preparacion de las N-metil-2-nitroanilinas correspondientes, para ello existen varias

alternativas.

La primera es la sustitucion directa de un halégeno orto al grupo nitro por el grupo N-CHs,
mediante una reaccion de SpAr, las condiciones de la reaccion pueden variar dependiendo
del tipo de sustituyentes sobre el anillo aromético y del halégeno a sustituir.

Otro forma de preparar estos importantes precursores es a partir de la N-metilacion de N-(2-

nitrofenil)acetamidas adecuadamente sustituidas y posterior hidrélisis de la acetamida.?!??

1 1

R X o, NHCH; 3(eH),80, a0 R NHCOCH ,
2 “Eon 2) NaOH/MeOH 5

R NO, R NO,

orto-Nitrohalobencenos N-metil-2-nitroanilinas N-(2-nitrofenil)acetamidas

X=Cl, F
Esquema 5.2. Preparacion de de N-metil-2-nitroanilinas.

Un meétodo novedoso reportado por Katritzki para la sintesis de 1-metilbencimidazoles, a
partir de N-metil-2-nitroanilinas es via la reaccion con formaldehido y benzotriazol con
posterior reduccion con NaBH,. Se requiere que la nitroanilina tenga un grupo electrodonador
en posicion 4. La posterior ciclacion con el electréfilo adecuado dara el bencimidazol con un

patrén de sustitucion 1,5.

Si se requiere el bencimidazol 1,6-disustituido, lo que se plantea es primeramente proteger a
la amina via una sulfonamida. El tratamiento de esta nitrosulfonamida con formaldehido y

benzotriazol, y posterior tratamiento con NaBH, daré el bencimidazol 1,6 disustituido.*
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H
R NO, N R NO, R NO,
N _Nash,
NH, H EtOH NH

CH,

N
\
o
N

-,

L | N Reduccion
R NO, i
\(j R NH,
NHSO ,C4H; \@
NH

Reduccion \
CH,4

1
R : NH, ‘HCOZH
NHSO,C¢Hg

FH3 1

1 R N
H R
N 2
N, 2 \<>I A\ R
CH, O
Lo Q )R v
N \
N\ CH3
@ \/N R'= grupo electrodonador,
N R?=H
|
R: \-CHa NaBH,

> Dioxano a reflujo
| >R
N

\
SO,C¢Hs
Esquema 5.3. 1-Metilbencimidazoles via reaccién con formaldehido y benzotriazol.

5.6. Justificacion

Las parasitosis intra y extraintestinales siguen siendo un problema de salud tanto a nivel
humano como veterinario. EI mal uso de los antihelminticos disponibles para el tratamiento
de estas parasitosis ha ocasionado la aparicién de cepas resistentes de los parasitos a eéstos
farmacos; por lo que es necesario seguir investigando el disefio, la sintesis y evaluacion de

nuevos y mejores agentes antihelminticos y antiprotozoarios.

El ABZ, un bencimidazol-2-carbamato de metilo, a pesar de tener un espectro antiparasitario
amplio, tiene la desventaja de su pobre solubilidad acuosa, lo que limita su absorcién, por
consiguiente, su actividad contra parasitos extraintestinales o sistémicos; por ejemplo T.

spiralis.

Por otro lado, el TCBZ es un antihelmintico con un estrecho espectro de actividad
antiparasitaria indicado en el tratamiento de la fasciolosis, parasitosis extraintestinal. Si bien
es mas soluble en disolventes organicos que los carbamatos bencimidazoélicos, también es

poco soluble en medios acuosos. Al igual que ABZ, el TCBZ se convierte rapidamente al
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sulfoxido, su metabolito activo, modificando sus propiedades fisicoquimicas, esto puede ser
una de las razones del por qué sea efectivo, entre otros factores, contra el trematodo

Paragonimus sp., o fasciola del pulmén.

Con el proposito de contar con informacion acerca de la importancia del hidrogeno en la
posicion 1 en la molécula del TCBZ para la actividad biolégica; conocer como la sustitucion
de éste por metilo modifica su accion antihelmintica y de estudiar mas sobre el espectro de
actividad antiparasitaria del mismo, se decidi6 sintetizar al TCBZ y sus derivados 1-metilados
para evaluar su potencial antihelmintico sobre T. spiralis en sus dos estadios, adulto y larva

muscular; y también sobre los protozoarios, G. intestinalis, E. histolyticay T. vaginalis.
5.7. Metodologia
5.7.1. Parte quimica

Los compuestos 6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (5-5) y 5-
cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (5-6) se sintetizaron por dos
métodos: uno, a partir del TCBZ,?* obteniéndolos como mezcla de isémeros; y el otro,
partiendo de las N-metil-2-nitroanilinas correspondientes, lo que llevo a los compuestos 5-5 y

5-6 por separado.
5.7.1.1. Sintesis de los 1-metiltriclabendazoles 5-5 y 5-6 a partir de Triclabendazol

Primero se sintetizd el TCBZ por la metodologia reportada en la patente Belga, con algunas
modificaciones segun el Esquema 5.4. El compuesto 4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-
nitroanilina (5-1), preparado en nuestro laboratorio, se redujo con H; y Ni-Raney o con
SnCl,-2H,0. La diamina 5-2 se ciclocondensé con CS; en KOH/EtOH para dar el 6-cloro-5-
(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidazol-2-tiol (5-3). El tratamiento de 5-3 con un equivalente de
CHsl en KOH/EtOH o acetona dio el TCBZ (5-4). A partir del TCBZ se sintetizaron sus
derivados 1-metilados 5-5 y 5-6 0 también por tratamiento del tiol 5-3 con dos equivalentes de

yoduro metilo.
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Cl

cl cl
cl o NH, a cl o NH, b cl o N
T e OO e
cl NO, cl NH, cl ”
52 53

5-1
cl
c
cl o N l
| >—scHj
ci N
CH,
5-5

Cl
Cl o N
° T
cl N
H
Triclabendazol (5-4)

(a) H,, Ni-Raney o SnCl,2H,0; (b) CS, / KOH; (c) CH,l / KOH, acetona, t.a.

cl CH,

cl o N
@ o
cl N

5-6

Esquema 5.4. Sintesis de los compuestos 5-5 y 5-6 a partir de triclabendazol.
5.7.1.2. Sintesis de 6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (5-5)

Se partio del 3,4-dicloronitrobenceno 5-8 el cual por SyAr con 3,4-diclorofenoxi se convirtio
en el éter 5-9; éste se redujo a la amina quimica o cataliticamente; se acetilé y se nitr6 con
mezcla sulfonitrica dando la 2-nitroacetanilida 5-12. La metilacion con (CH3),SO,4 y posterior
hidrolisis de la acetamida produjo la 5-cloro-4-(2,3-diclorofenoxi)-N-metil-2-nitro-anilina (5-
14). La reduccion del grupo nitro, y posterior ciclacién con CS; en potasa etandlica, condujo
al 6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil-1H-bencimidazol-2-tiol (5-16), el cual por tratamiento

con CHgsl en medio basico llevo al isomero buscado 5-5 (Esquema 5.5).
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cl Cl cl
cl :E OH ClI Cl o cl o
D\ : KJ\ : @\
+ —_ > —_ =
cl NO, cl NO, cl NH
5-7 5-8 5-9

cl
cl o NO,
Kj[ _COCH, Kj[ KJ\
cl N NHCOCH , NHCOCH ,
513 CH3 5-12

f

cl cl
cl o NO, cl o NH,
S o5 g Wil o o
cl NH cl NH
5-14 CH; 5-15 CH; CHs

Jh
ci
cl i o N
KI\}SCHs
cl N
55 CHj

(a) K,CO,, DMF; (b) H,, Ni-Raney o SnCl,2H,0; (c) Ac,O; (d) HNO,/H,SO,; (¢) KOH/(CH,),SO,; (f) H,SO,; (g) CS,/KOH, EtOH; (h) CH,I/KOH.

Esquema 5.5. Ruta sintética para la preparacion de 6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil-2-(metiltio)-
1H-bencimidazol (5-5).

5.7.1.3. Sintesis de 5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (5-6)

Para la sintesis del isomero 5-6 se partio de 4,5-dicloro-2-nitroanilina y 2,3-diclorofenol que
por SyAr dio la 4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitroanilina (5-1), intermediario comun para la
sintesis de TCBZ. Posterior acetilacion y N-metilacién de 5-1 con (CH3),SO4 en medio basico
permiti6 obtener la N-[4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitrofenil]-N-metilacetamida 5-18. La
hidrolisis de 5-18, generd la N-metil-2-nitroanilina 5-19. El tratamiento de 5-19 con la
metodologia descrita para la sintesis del isomero 5-5 produjo el compuesto 5-6 (Esquema
5.6).
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cl cl cl
cl OH CI NH, cl \©/o NH, cl \©/o NHCOCH ,
e OO0 = U X I
cl NO, cl NO, cl NO,
5.7 4-2a 541

5-17
‘c
cl CHy ci CH, cl CHy
|
cl ) NH cl o NH cl o) N
- -
ci NH, ci NO, ci NO,
5-20 5.19 518
‘f
cl CH,§ cl CH,
cl o) N cl o) N
TN e [ s,
Cl N cl N
5-21 5-6

(@) K,CO,4, DMF; (b) Ac,0; (c) KOH/(CH,),SO,; (d) H,SO,; (e) H,, Ni-Raney o SnCl,2H,0; (f) CS,/KOH, EtOH; (g) CH,I/KOH.

Esquema 5.6. Ruta sintética para la preparacion de 5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil-2-(metiltio)-
1H-bencimidazol (5-6).

5.8.1. Parte biolégica
5.8.1.1. Actividad antihelmintica

La actividad antihelmintica in vivo del TCBZ (5-4) y sus derivados 1-metilados (5-5 y 5-6) se
evaluo sobre T. spiralis; se usaron ratones BALB/c experimentalmente infectados con larvas
musculares de T. spiralis. El efecto de los compuestos se determindé como % de reduccién de
la carga parasitaria causada por los compuestos sobre organismos adultos, sobre la fertilidad
de la hembra y también sobre la fase muscular del parésito a tres dosis: 25, 50 y 75 mg/kg de

peso. Los compuestos se administraron en suspensién.?

En todos los estudios se evaluaron tres dosis: 25, 50 y 75 mg/kg de peso, segun se reporta
en la literatura. El diagrama de flujo mostrado en la Figura 5.1 resume la metodologia

seguida para estas evaluaciones.

Los resultados se compararon frente a un control sin tratamiento y como farmacos de
referencia se tuvieron al ABZ y NTZ solamente a la dosis de 50 mg/kg de peso. Los estudios

se realizaron de acuerdo a la metodologia descrita en la parte experimental.
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[ Recepcion, desparasitacion e inoculacion de ratones con}

500 larvas musculares (LM) de T. spiralis

'

Evaluacion de la actividad
antihelmintica de TCBZ y sus
derivados 5-5 y 5-6 sobre las LM de
T. spiralis

de los compuestos a 25,50y 75
mg/kg de peso, por 7 dias

|

[ Sacrificio de los animales a los 7 ]
e

( Al dia 28 p.i, se inici6 la dosificacién}

dias después la administracion d
los compuestos

[ Conteo de las LM de T. spiralis ]

derivados 5-5 y 5-6 sobre los
rganimos adultos y fecundidad de la

EvaluaC|on de la actividad
antihelmintica de TCBZ y sus
o]
hembra de T. spiralis

de los compuestos a 25,50y 75

Al dia 3 p.i, se inici6 la dosificacion
mg/kg de peso, por 7 dias

Sacrificio de los animales a los 6
dias p.i

'

Incubacién de los organismos
adultos en medio RPMI 1640 por 18

h a 37 °C, bajo atm de CO2

l

Conteo de adultos y larvas recién
nacidas de T. spiralis

parasitaria respecto al grupo control

LDeterminacién del porcentaje de reduccién de la cargaJ

Figura 5.1. Diagrama de flujo seguido para la evaluacién antihelmintica vs. T. spiralis.

5.8.1.2. Actividad antiprotozoaria

Se determiné la susceptibilidad in vitro de los protozoarios G. intestinalis, E histolytica'y T.

vaginalis a los compuestos TCBZ (5-4), 5-5 y 5-6, por tratamiento de los trofozoitos de los

parasitos con concentraciones crecientes del compuesto a evaluar. Los controles positivos

fueron ABZ, MTZ y NTZ. El experimento se realizé por triplicado siguiendo el método de

subcultivo.?®

Ambos experimentos se realizaron en el Hospital de Pediatria del IMSS Centro Médico, Siglo

XXI por la Dra. Yépez y su grupo.
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5.9. Resultados y Discusion
5.9.1. Parte quimica
5.9.1.1. Sintesis de los derivados 5-5y 5-6 a partir de triclabendazol

El triclabendazol se preparé de acuerdo al Esquema 5.4 a partir del éter 4-cloro-5-(2,3,-
diclorofenoxi)-2-nitroanilina (5-1) con buenos rendimientos; su pf y propiedades
espectroscépicas coincidieron con lo reportado en la literatura.®** Cuando el TCBZ se metil6
con CHsl en medio alcalino se obtuvo una mezcla de compuestos en proporcion 1:1 (Figura
5.2), correspondiente a la metilacién de cada uno de los dos tautémeros del triclabendazol
(Esquema 5.4). El producto, como mezcla, fundié con un rango de temperatura muy cerrado
162-165 °C lo que reflejo la semejanza de las dos estructuras. La mezcla como tal se
sometio a analisis espectroscopicos y espectrométricos. El espectro de IR mostro las bandas
caracteristicas del sistema bencimidazoélico entre 1576 cm™ y 1421 cm™; también se
observaron las bandas de estiramiento asimétrico para el éter aromatico, C-O-C, a 1250 cm™
y para el tioéter, C-S-C, a 1146 cm™. La RMN *H mostré dos sefiales a 2.74 ppm 'y 2.76 ppm
correspondientes a los CH3-S para cada isbmero, también dos sefales a 3.65 ppm y 3.70
ppm asignadas a los CHs-N. En la parte aromatica se observaron las cuatro sefales sencillas
para los carbonos 4 y 7 de los anillos de bencimidazol. La sefiales para el diclorofenoxi no se
diferenciaron, excepto los hidrogenos H-6’ cuya senales aparecieron sobrepuestas pero
diferenciadas. En la cromatografia de gases aparecieron dos picos muy juntos de igual
intensidad, uno con Rt; de 21.866 min y Rf, 22.847 min. Los dos espectros de masas
presentaron el mismo patron de fragmentacion Unicamente se diferenciaron en la intensidad
relativa de los iones. Para el isémero de menor Rt el M™ fue de m/z 372 (68% de
abundancia), y para el de mayor Rt el ion M™ fue el pico base del espectro; en ambos casos

se observaron los iones M+2 y M+4 corroborando la presencia de Cly S (Figura 5.2).

Los isbmeros se separaron por recristalizacion fraccionada de acetona, con poca eficiencia.
Se aisl6 primeramente el compuesto de Ry 0.35 con pf 183-184 °C y luego el de 0.51 con pf
137.6-139.7 °C, que correspondieron a los regioisémeros 5-6 y 5-5 respectivamente, de

acuerdo a los puntos de fusién reportados en la literatura.?
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Figura 5.2. EM (CG/IE, m/z) de la mezcla de compuestos 6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil-2-
(metiltio)-1H-bencimidazol (5-5) y 5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (5-
6).

5.9.1.2. Sintesis de 6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (5-5)

La sintesis del isémero 5-5 parti6 del 3,4-dicloronitrobenceno (5-8), Esquema 5.5, que por
sustitucion nucleofilica con el 2,3-diclorofenol dio el éter 5-9 con rendimiento relativamente
bajo (56% rendimiento crudo) debido a que el volumen de DMF fue mas del necesario. El IR
mostré las bandas caracteristicas para el grupo nitro a 1516 cm™ y 1344 cm™; ademas de la
correspondiente al C-O-C a 1282 cm™. En el espectro de resonancia de *H se observaron los
6 hidrégenos aromaticos con la multiplicidad esperada. En el espectro de masas se observo

claramente al presencia de los tres cloros en la molécula por la abundancia de los iones m/z:
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317 (M, 88%); 319 (M+2, 87%), y 321 (M+4, 30%). La reduccion del grupo nitro se llevo a

cabo utilizando H;, y Ni-Raney como catalizador para evitar hidrogendlisis. La amina obtenida

se acetild, rapidamente, con anhidrido acético y H,SO, como catalizador obteniéndose la
acetanilida 5-11 con rendimiento cuantitativo. El IR mostro la presencia de la amida por las
bandas a 3300 cm™ y 1668 cm™ de los estiramientos NH y C=0, respectivamente. En el
espectro de RMN 'H la sefial simple a 2.19 ppm que integré para 3H corrobor6 la presencia
de la acetamida. En la espectrometria de masas el ion con m/z 329 (59% de abundancia)
correspondié a la masa esperada. Ademas los iones de m/z 287 y 43 demostraron la
presencia de la acetamida por la eliminacion de cetena (M—42, 99%) y la formacion del cation
acetilo (M-286, 50%), Esquema 5.7. Protegida la amina, via acetilacién, se procedid a
introducir el otro nitrdgeno mediante una reaccion de nitracion, la cual se llevo a cabo
utilizando nitrato de acetilo (anhidrido acético + HNO3 conc.). La reaccién produjo una mezcla
de dos compuestos en proporcion 80:20; el producto mayoritario correspondio al producto de
nitracion en la posicién orto menos impedida. El rendimiento crudo de esta reaccion fue de
83.98%. El producto se recristalizd6 de metanol dando un solo producto con rendimiento de
60.4%. Este producto también se obtuvo a partir de la anilina 5-10 cuando ésta se acetil y
nitr6 al mismo tiempo. ElI cambio estructural se comprob6 por la bandas de estiramiento
asimétrico y simétrico de grupo nitro a 1576 cm™ y 1306 cm™ en el espectro de IR. En la
RMN 'H, se observaron los dos singuletes a 7.61 ppm y 8.90 ppm correspondientes a H-6 y
H-3 respectivamente, lo que indico la sustitucion para al cloro y orto a la acetamida. En el
espectro de masas el ion molecular fue muy pequefio (m/z 374, 2%), pero el ion de m/z 43
(M-331) correspondié al pico base del espectro. El siguiente paso fue la N-metilacion de la
acetamida utilizando (CH3),SO,4 y KOH en solucién al 50%. El disolvente empleado en esta
reaccion fue benceno por lo que la agitacién de la mezcla de reaccién fue determinante,
ademas del cuidadoso control de la temperatura (35 °C) para evitar la hidrolisis de la
acetamida y por consiguiente polialquilacion. El espectro de IR mostro la presencia del grupo
nitro por las bandas a 1534 cm™ y 1344 cm™, asi como de la permanencia del acetilo por la
banda a 1680 cm™ del estiramiento simétrico del C=0. En el espectro de RMN *H se observé
duplicidad de la sefales de los metilos tanto del CH3CO a 1.78 ppm y 2.15 ppm; como del
CH3N a 3.12 ppm y 3.31 ppm; los cuatro singuletes integraron para 6H en total. Este
fendmeno se debi6 a la rotacion restringida de los metilos provocado por el grupo NO;

vecino. En el espectro de masas no se observé el M™; el ion de mayor masa fue el fragmento
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de m/z 302 (M-43, 2%) y el pico base del espectro fue el ion acetilo, m/z 43 (M-345) lo que

corroboré la estructura de la N-metilacetamida 5-13.

cl r cl T cl
cl cl cl
o R T o R CHg o R’
a
+ & C I S
o < 1%
- ) 0 .
cl N—H cl N"= CH, cl N
' cetena = R1 H ion acetilo Ilil
m/z [M-42] 42u mt m/z 43 M-43u
m/z 287: Rt = R? = H (99 %) m/z 329: R' = R* = H (55%) 53%,
m/z332: R =H, R? = NO, m/z 374: R* = H, R?= NO, (2%) 100%
m/z 346: R = CH,, R?= NO, m/z 388: Rt = CH,, R%= NO, 100%

Esquema 5.7. Propuesta de formacion de los iones m/z [M—42] y 43 en la fragmentacion de las
acetanilidas 5-11-5-13.

Después se procedio a la hidrolisis de la N-metilacetamida 5-13, utilizando H,SO4 conc. y
calor. La poca solubilidad acuosa de la diamina 5-14 ayudo a su aislamiento del medio acido
de reaccion, sin problemas. El siguiente paso fue la reduccion catalitica del grupo nitro
utilizando Ni-Raney como catalizador. Es importante sefialar que cuando se us6 Pd/C al 5%,
una ccf de la mezcla de reaccion permitié observar otro producto en aproximadamente 10-15
% como impureza; posiblemente el producto de hidrogendlisis. La diamina 5-15, sin posterior
tratamiento, se sometio a la reaccion de ciclacion. La sintesis del tiol se realiz6 utilizando CS;
en KOH y etanol para generar el xantato de potasio in situ. La reaccion fue muy eficiente
(91%), el producto crudo se recristalizé de EtOH-DMF dada la insolubilidad caracteristica de
los tioles; aunque, debido al metilo en el nitrégeno bencimidazélico fue un poco mas facil de
trabajar que cuando no esta metilado este nitrégeno. La pequefia banda a 2750 cm™ en el
espectro de IR, demostro la presencia del SH, asi como la sefial amplia a 7.71 ppm, que
desaparecié con D,O, en el espectro de RMN *H, asignada al SH o al NH en la forma de
tiona. El ultimo paso fue la alquilacion del azufre la cual se llevé a cabo utilizando como
agente alquilante el CHsl en medio alcalino. Esta reaccion, debido a que el nitrdgeno del
bencimidazol también estd metilado, no ofrecié ningun problema y se realizé a temperatura
ambiente. El rendimiento crudo de fue 78% vy recristalizado de metanol 73.29 %. La S-
metilacién se demostré claramente en la espectroscopia: en el IR apareci6 la banda amplia a
1146 cm™ del tioéter C-S-C; en el espectro de RMN *H se observé el singulete a 2.70 ppm
gue integro para 3H, caracteristico de CH3; unido a azufre, también aparecio el singulete a
3.69 ppm, que integré para 3H asignado al CH3N; Las sefiales aromaticas aparecieron con
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los acoplamientos esperados; siendo representativos del ndcleo de bencimidazol los dos
singuletes asignados a los hidrégenos H-4 y H-7 a 7.44 ppm y 7.87 ppm, respectivamente.
No hubo sefial que intercambiase con D,O. En el espectro de RMN **C se contaron 15
sefiales concordantes con el nimero de carbonos del compuesto 5-5; dos carbonos alifaticos
(14.15 ppm y 30.21 ppm), 12 aromaticos y uno a 154.78 ppm asignado al C-2 del nucleo de
bencimidazol. En el espectro de masas el ion de m/z 372 correspondio al M™ con 94% de
abundancia relativa, el cual estuvo acompafnado de los respectivos M+2 (374, 100%) y M+4
(376, 32%) concordante con la contribucién isotépica de los tres cloros y el azufre de la

estructura de 5-5; el fragmento de m/z 339 (M-33, 84%) apunto la presencia de azufre.
5.9.1.3. Sintesis de 5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (5-6)

Para la sintesis de derivado 5-6 se partié de la 4,5-dicloro-2-nitroanilina 4-2a, (Esquema 5.6)
la cual se someti6é a una reacciéon de sustitucién nucleofilica con el 2,3-diclorofenol (5-7) en
DMF y K,COj3 para dar el éter 5-1 con buen rendimiento; el producto se logré recristalizar
exitosamente de una mezcla de tolueno-etanol. La formacién del éter se comprobd porque en
el espectro de IR aparecié la banda a 1241 cm™ para el alargamiento C-O-C del éter;
ademés de las bandas a 3465 cm™ y 3344 cm™ para la amina primaria, asi como las
correspondientes al grupo NO, a 1559 cm™ y 1423 cm™. La RMN *H demostré la formacion
del éter por la presencia de los tres conjuntos de sefiales siguientes: dd a 7.42 ppm, ta 7.29
ppm y dd a 7.09 ppm correspondientes a los 3 hidrégenos del grupo diclorofenoxi; y por la
sefal amplia a 6.13 ppm que intercambio con D,0 e integré para 2H correspondiente al NH;
de la parte de la cloronitroanilina. En el espectro de masas el ion molecular de m/z 332
correspondié con la masa esperada; ademas, la presencia de los iones M+2 y M+4

corroboraron la presencia de tres cloros en la molécula.

El éter 5-1 también se preparé por fusion entre los precursores 4-2a y 5-7 con KOH a 180 °C,
la desventaja de este método es que la agitacion es muy dificil, y a esta temperatura la 4,5-

dicloro-2-nitroanilina sublima, lo que dificulta la reaccion.

Actualmente, debido a la necesidad de contar con este tipo de precursores, esta reaccion se
ha realizado por calentamiento asistido por microondas con muy buenos resultados, 90% de
conversion, en 15 min. En esta metodologia se utiliz6 la materia prima acetilada 4-2b

(Esquema 5.8) dando el producto 5-18, lo cual ofrece una ventaja para la posterior reaccion
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de metilacion. La desventaja es el uso de DMSO como disolvente. Se requiere optimizar esta

metodologia.

Obtenido el éter 5-1, el siguiente paso fue la acetilacion de la amina la cual se llevé a cabo
en solucion de acetato de etilo; cuando la mezcla se enfrig, el producto (compuesto 5-17)
precipitdé en forma cristalina. El acetilo se manifestd en el IR por las bandas a 3322 cm™ y
1708 cm™. En la RMN'H, el CH3;CO aparecié6 como una sefial simple que integré par 3H a
2.15 ppm y en el espectro de RMN *3C la sefial a 169.97 ppm se asigné al carbono del C=0.

El ion de m/z 374 correspondi6 con la masa esperada.

Cl

NHCOCH , cl i o NHCOCH 5
Ij K co 1.5 mmol Ij
DMSO, " Dmso. MW ci NO,
5.17
1. 1 mmoI 90 %°

 Condiciones de calentamiento en el horno Synthos 3000, Anton Paar: rotor 64MG5, 1) 2.5 min., 200 W, 120 °C; 2) 15
min. 85 W, 120 °C. ® Determinado por CG-Masas

Esquema 5.8. Reaccion de SyAr para obtencion del compuesto 5-17.

Después, la amina acetilada se metil6 con sulfato de dimetilo en KOH. Nuevamente el
espectro de RMN'H y también el de *3C, presentaron duplicidad de sefiales debido a los
conférmeros generados por el impedimento que produce el grupo nitro para la libre rotacion
del acetilo. En la Figura 5.3A se pueden observar dos sefiales para los hidrégenos del metilo
del CH3CO a 1.67 ppm y a 2.06 ppm y dos para el CH3N a 2.943 ppm y 3.267 ppm. En
general todas las sefiales se presentaron por duplicado; son particularmente notorios los
singuletes a 7.11 ppm y 7.39 ppm y a 8.31 ppm y 8.50 ppm (Figura 5.3 B) asignados a los
hidrégenos H-6 y H-3 de la N-metilnitroacetamida 5-18. En el espectro de RMN de *°C se
observaron 27 sefales en lugar de 15. La segunda sefal para el CH3N no fue evidente pero
dada la cercania que tiene con la sefiales de DMSO, es posible que se encuentre sumada
con la sefial a 39.392 ppm; la sefial para el C=0 también se observé duplicada 169.32 ppm y
171.24 ppm, Figura 5.3 (C, Dy E).

La hidrolisis del acetilo se llevé a cabo con H,SO,4, la N-metilnitroanilina 5-19 se obtuvo con
excelente rendimiento. El espectro de IR mostré la banda del NH de la amina a 3364 cm™.
En este caso no se observé duplicidad de las sefiales en el espectro de RMN'H, lo que

reforzé la hipotesis de que el impedimento en el giro del acetilo es lo que provocé este
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efecto. El ion con m/z 346 (100%) correspondid con la masa esperada. La reduccion
catalitica de la nitro-N-metilamina 5-19 se realizo utilizando Pd/C al 5%, la reaccion no fue
muy limpia ya que en la ccf se observé aproximadamente un 15% de impurezas, por lo que,
se decidi6 emplear Ni-Raney al 30% como catalizador. El producto crudo de la reaccion se
sometio a la reaccion con disulfuro de carbono para la formacién del 2-mercaptobencimidazol
5-22. La formacion del tiol se evidencié por la banda a 2750 cm™ en el espectro de IR. En el
espectro de RMN *H, la sefial a 10.60 ppm que integré para 1H, intercambié con D,O y se
asigné al proton del SH o del NH cuando esta en forma de tiona. En EM el ion molecular

correspondio con el ion de m/z 358.

El compuesto 5-6 se obtuvo sin problemas por la metilacion del tiol en presencia de potasa y
CHgsl. Los hidrogenos del CH3S aparecieron a 2.72 ppm como un singulete que integré para
3H en el espectro de resonancia de *H y el CHs unido a N apareci6é a 3.63 ppm. Los tres
hidrégenos aromaticos del sustituyente diclorofenoxi aparecieron a 6.62, 7.24 y 7.36 ppm
como dobletes de dobletes. Las dos sefnales simples a 7.57 y 7.77 ppm correspondieron a
los hidrégenos H-7 y H-4 del anillo de bencimidazol. El espectro de RMN **C mostré las 15
seflales para los carbonos del sistema. Las sefales a 14.14 ppm y 30.14 ppm
correspondieron a los carbonos de los metilos CH3S y CH3N respectivamente; la sefal a
155.34 ppm fue caracteristica de C-2 del anillo de bencimidazol. La espectrometria de masas
mostro el ion molecular a 372 unidades de m/z, los correspondientes M+2 y M+4 estuvieron
en concordancia con la presencia de los isétopos de cloro y azufre. El fragmento 339 (M-33)
demostrd la presencia de azufre. En el Esquema 5.9 se muestra la formacion de los

principales iones encontrados en el espectro de masas del compuesto 5-6.
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Figura 5.3. Duplicidad de sefiales en RMN del compuesto 5-18. A 'y B) Espectro de 'H, regiones de
1-3.5y 7-8.6 ppm. C, D y E) Espectro de **C, regiones 118-131 ppm, 20-40 ppm y 135-175 ppm.
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jsperst

5.6
3r2m’

" (33%)

C,H,CIN,0S

227u m/z 145 (58%)

=33 o M-SH —79 . 339.2c

m/z 339 (69%) m/z 269 (8%)

- 36

——— 145- HCI

m/z 109 (100%)

Esquema 5.9. Fragmentos mas importantes en el espectro de masas para el compuesto 5-6. El

mismo tipo de iones pero con diferente abundancia relativa se obtuvieron para el compuesto 5-5.

En las Tablas 5.3 y 5.4 se muestran las constantes fisicas y espectroscopicas de los

isbmeros 5-5 y 5-6 y del TCBZ en donde se pude observar que todas sus constates son casi

idénticas, excepto en la abundancia en los espectros de masas. Sin embargo cuando se tuvo

la mezcla de los isbmeros a partir de triclabe

ndazol, los espectros de masas fueron mas

parecidos. En cuanto a sus constantes fisicas tales como Ry, Rty pf si se observo un aclara

diferencia entre los dos isbmeros, Tabla 5.6.

Las Tablas 5.6-5.9 resumen las constantes fisicas y espectroscopicas de los intermediarios

en la sintesis de 5-5y 5-6.
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Tabla 5.3. Constantes fisicas y rendimientos de los compuestos 5-5, 5-6 y TCBZ

Estructura Férmula Rendimiento (%) pf (°C) Disolvente de R C logP?
PM crudo  recristalizado cristalizacion (Sistema)
Cl C15H1:CI3N,OS 78 73.29 183-184 EtOH/H,0 0.3571 6.44 + 0.89
Cl o N 373.6846 181-182 (ref. CHCI3/MeOH,
K}I —sch, 24) 98:2
cl N
CH,3
5-5
Cl CH, C15H1:CI3N,OS 80 72 137.6-139.7 EtOH/H,0 0.5178 6.44 + 0.89
cl o] N 373.6846 132-134 (ref. CHCI3/MeOH,
©/ j@I >—scH, 24) 98:2
cl N
5-6
Producto 0.3571
Mezcla 5-5+5-6 — 84 - 162-165 crudo 0.5178 —
Acetona/agua CHClI3/MeOH,
98:2
cl C14HoCI3N,OS 89.74 64.74 173-174 Tolueno/C 0.6071 6.34 £ 81
cl o N 359.6580 175-176 (ref activado CHCI3/MeOH, 5.7
\©/ KI»_SCHB 6) 98:2 experimental
ci N 176-178 °C,
TCBZ (5-4) (ref. 24)

& Calculado con el programa ACDlabs
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Tabla 5.4. Caracteristicas espectroscopicas y espectrométricas de los compuestos 5-5, 5-6 y

TCBZ (5-4)

Compuesto

Constantes

a4
o N

| | —scH,
cl N

" CcH,
6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1-
metil-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol (5-5)

IR (KBr) cm™: 3052 (C-H Ar.), 2932 (C-H Alif.), 1627, 1574, 1448, 1423
(C=C, N=C-S), 1251 (C-O-C); 1146 (C-S-C), 909 (C-Cl).

RMN *H (300 MHz, DMSO_4) & en ppm: 2.70 (s, 3H, CH5S); 3.69 (s, 3H,
CH3N); 6.60 (dd, 1H, J,= 8.4 Hz, J,= 1.2 Hz, H-6"); 7.24 (dd, 1H, J,= 8.10
Hz, J,=8.40 Hz, H-5%); 7.35 (dd, 1H, J;= 8.1 Hz, J,= 1.5 Hz, H-4’); 7.44 (s,
1H, H-4); 7.87 (s, 1H. H-7).

RMN **C (75.3 MHZ, DMSO_4) & en ppm: 14.15 (CHsS), 30.21 (CH3N),
110.74 (C-4), 111.16 (C-7), 114.88 (C-6’), 118.81 (C-6), 120.80 (C-2)),
124.22 (C-4’), 128.70 (C-5), 132.80 (C-7a), 135.60 (C-3'), 142.23 (C-3a),
144.67 (C-5), 154.79 (C-2), 155. 56 (C-1').

EM (CG, IE, Rt 21.457 min) m/z: 376 (M+4, 32%); 374 (M+2, 100%); 372
(M™, 94%); 343 (23%), 341 (77%), 339 (M—-33, 84%); 269 ([M-33]-70,
32%); 151 (36%), 152 (38%), 145 (M—227, 19%); 109 ([M—227]-36,
28%).

ci CH,
cl o N

ISP Qv
cl N

5-Cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1-
metil-2-(metilltio)-1H-
bencimidazol (5-6)

IR (KBr) cm™ 3082 (C-H Ar.) 2932 (C-H Alif.), 1620, 1577, 1466, 1427
(C=C, N=C-S), 1256 (C-O-C), 1168 (C-S-C), 906 (C-Cl).

RMN H (300 MHz, DMSO_g) & en ppm: 2.72 (s, 3H, CH,S); 3.63 (s, 3H,
CH5N); 6.62 (dd, 1H, J;= 8.4 Hz, Jo= 1.50 Hz, H-6'); 7.24 (dd, 1H, J;= 8.4
Hz, Jo= 8.1 Hz, H-5'); 7.35 (dd, 1H, J;= 8.1 Hz, J,= 1.5 Hz, H-4); 7.57 (s,
1H, H-7); 7.77 (s, 1H, H-4).

RMN **C (75.3 MHz, DMSO_4) & en ppm: 14.14 (CH5S), 30.14 (CH3N),
103.72 (C-7), 114.875 (C-6’), 118.45 (C-4), 118.85 (C-5), 120.70 (C-2)),
124.17 (C-4’), 128.66 (C-5’), 132.81 (C-7a), 136.43 (C-3), 140.74 (C-3a),
144.55 (C-1'), 154.75 (C-6), 155.34 (C-2).

EM (CG, IE, Rt 21.137 min) m/z: 376 (M+4, 14 %); 374 (M+2, 43 %); 372
(M™, 33%); 339 (M-33, 69 %); 341 (58 %), 343 (20 %); 145 (M—227,
56%); 147(39 %), 149 (15 %); 109 ([M—227]-36, 100 %).

Cl
Cl (o] N
o
cl N
H

6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-
(metiltio)-1H-bencimidazol
(TCBZ, 5-4)

IR (KBr) cm™: 3044 (NH, C-H Ar.) 2932 (C-H Alif.), 1626, 1574, 1450
(C=C, N=C-S), 1258 (C-O-C), 1110 (C-S-C), 909 (C-Cl).

RMN *H (300 MHz, DMSO_46) 6 en ppm: 2.68 (s, 3H, CH3S); 6.64 (dd, 1H,
J:;= 8.4 Hz, J= 1.5 Hz, H-6’); 7.32 (dd, 1H, J;= 8.4 Hz, J,= 8.1 Hz, H-5);
7.35 (dd, 1H, J;= 8.1 Hz, J,= 1.5 Hz, H-4); 7.68 (s, 1H, H-7); 7.77 (s, 1H,
H-4).

RMN 'H (75.3 MHz, DMSO.4) & en ppm: 13.781 (CH5S), 115.11 (C-4),
118.51 (C-6), 120.88 (C-7), 124.26 (C-6), 125.30 (C-2’), 128.19 (C-4’),
128.70 (C-5'),128.89 ((C-3a,C-7a), 132.82(C-3’) 144.56 (C-5), 154.23 (C-
2) 154.709 (C-1").

EM IE, m/z: 362 (M+4, 28.56 %); 374 (M+2, 83.20 %); 358 (M"", 79%).
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Tabla 5.5. Rendimiento y constantes fisicas de los intermediarios 5-9 a 5-16

Rendimiento (%) pf°C R¢(sistema)
Compuesto crudo recristalizado
5-9 56 44.54 Tolueno 117.5-118.0 0.50 (1)
5-10 95.21 74.44 Ciclohexano 0.26 (1)
5-11 97.63 79.08 1) EtOH/H,0, 129-130 0.30 (VI)
2) Tolueno
5-12 83.98 50.66 AcOEt 169-170 0.34 ()
5-13 75.74 39.53 Tolueno/MeOH 130-131 0.13 ()
5-14 89.96 70.33 Benceno/EtOH 148-149 0.46 (1)
5-15 914 0.35 (1)
5-16 91.07 73.21 EtOH-DMF/C 295-296 0.42 (VI)
activado

Tabla 5.6. Rendimiento y constantes fisicas de los intermediarios 5-17 a 5-22

Rendimiento (%) pf°C R¢(sistema)
Compuesto crudo recristalizado de
51 97.48 80.71 Tolueno/EtOH 144-145 0.55 (I
5-17 84.58 68.50 EtOH 158-159 0.63 (Il
5-18 89.19 83.83 EtOH 179-180 0.21 (Il
5-19 91.55 86.31 EtOH 184-185 0.66 ()
5-20 100 0.28 (1)
5-21 93.39 70.31 EtOH/C activado 260.2-261.7 0.57 (VI)

Tabla 5.7. Caracteristicas espectroscépicas y espectrométricas de los intermediarios de la

sintesis de 5-5

Compuesto

Constantes

ci
cl o 2
5
I
< e Y NO,

2-Cloro-4-nitrofenil-2,3-
diclorofenil éter (5-9)

IR (KBr) cm™: 3000-3100 (C-H Ar.), 1570-1448 (C=C); 1516, 1344 (-NO,),
1282 (C-O-C Ar.), 926 (C-Cl).

RMN *H (90 MHz, DMSO_gs, CDCl) Sen ppm: 6.97 (d, 1H, J= 9 Hz, H-6"),
7.18-7.40 (m, 2H, H-4 y H-5); 7.50 (dd, 1H, J;= 9 Hz, J,= 3 Hz, H-6); 8.10
(dd, 1H, J;= 9Hz, J,= 3H, H-5'); 8.31 (d, 1H, J= 3H, H-3").

EM (CG, IE, Rt 14.226 min.) m/z: 321 (M+4, 30%); 319 (M+2, 87%); 317
(M, 88%); 238 ([M+2]-81, 70%); 236 (M-81, 100%); 172 ([M-81]-63,
43%).

ci
cl i o
CI: i “NHCOCH ,

N-[3-Cloro-4-(2,3-

diclorofenoxi)fenillacetamida (5-

11)

IR (KBr) cm™ 3300 (NH), 3114-3184 (C-H Ar.), 2900 (C-H Alif), 1668
(C=0), 1590, 1448 (C=C), 1254 (C-OC), 928 (C-Cl).

RMN *H (90 MHz, CDCl;) § en ppm: 2.19 (s, 3H, CH;CO), 6.48 (dd, 1H,
Js=9 Hz, J,= 3 Hz, H-6’); 6.73 (d, 1H, J= 9 Hz, H-5); 6.80-7.29 (m, 3H, H-
4', H-5’, H-6); 7.57 (d, 1H, J= 3 Hz, H-2); 7.80 (sa, 1H, Inter. con D,0O
NHCO).

EM (CG, IE, Rt 17.712 min.) m/z: 333 (M+4, 13%); 331 (M+2, 53%); 329
(M*55%); 291 ([M+4]-42, 30 %); 289 (([M+2]-42, 94 %); 287 (M—42,
99%); 142 (M—187, 96%); 43 (M—286, 53 %).
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Cl
Cl i ,Oj@iNoz
Cl NHCOCH ,

N-[5-Cloro-4-(2,3-diclorofenoxi)-
2-nitrofenillacetamida (5-12)

IR (KBr) cm™: 3340 (NH), 3130, 3072 (C-H), 1680 (C=0), 1576, 1306 (-
NO,), 1500, 1448 (C=C), 1254 (C-O-C); 998 (C-Cl).

RMN *H (90 MHz, CDCl3) § en ppm: 2.31 (s, 3H, CH;CO); 6.78 (dd, 1H,
J;= 9 Hz, J,= 3 Hz, H-6’); 7.33 (m, 2H, H-5" y H-4’); 7.61 (s, 1H, H-6); 8.90
(s, 1H, H-3); 12.80 (sa, 1H, Inter. con D,0O, NH).

EM (CG, IE, Rt 17.519) m/z: 376 (M+2, 2%); 374 (M", 2%); 43 (M-331,
100%).

cl
cl i OID:NOZ
CH
cl NTT3
A

07 CH,

N-[5-Cloro-4-(2,3-diclorofenoxi)-
2-nitrofenil]-N-metilacetamida
(5-13)

IR (KBr) cm®: 3032 (C-H Ar.), 2934 (C-H Alif.), 1680 (C=0), 1534, 1344
(NO), 1568, 1486, 1450 (C=C), 972 (C-ClI).

RMN H (90 MHz, CDCls) § en ppm: 1.78 (s, 3H, CHsCO); 2.15 (s, 3H,
CH3CO); 3.12 (s, 3H, CH3N); 3.31 (s, 3H, CH3N); 6.82—7.41(m, 3H, H-4,
H-5"y H-6), 7.30 (s, 1H, H-6); 7.430 (s, 1H, H-3).

EM (CG, IE, Rt 17.432 min.) m/z: 345 (M—43, 2%); 43 (M—345, 100%).

Cl
Cl i Oj©iN02
Cl l}lH
CH,3

5-cloro-4-(2,3-diclorofenoxi)-N-
metil-2-nitroanilina (5-14)

IR (KBr) cm™: 3390 (NH), 3078 (C-H Ar.), 2918 (C-H Alif.); 1566 y 1398
(NO,), 1626, 1500, 1448 (C=C); 1256 y 1222 (C-O-C, C-N-C); 996 (C-ClI).

RMN *H (90 MHz, CDCl3) 6 en ppm: 3.00 (d, 3H, J= 6 Hz, CHjsN,
simplificé con D,0); 6.65 (dd, 1H, J;= 9.0 Hz, Jo= 3 Hz, H-6’); 6.90 (m, 3H,
H-6, H-5y H-4’); 7.80 (s, 1H, H-3); 7.92 (s, 1H, Inter. con D,O, NH).

EM (CG, IE, Rt 16.992 min) m/z: 350 (M+4, 36%); 348 (M+2, 97%); 346
(M™, 100%); 300 (M—46, 21%); 258 (M—88%, 56%); 201 (M—145, 48%);
173 (201-28, 32%), 155 (M—191, 62%); 145 (M-201, 76%); 139 (155-16,
93%), 109 (139-30, 96%).

(o]
cl o N
T
cl N
CH,4

6-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-1-
meti-1H-bencimidazol-2-tiol (5-
16)

IR (KBr) cm™: 3440 (NH de la forma de tiona), 3121, 3068 (C-H Ar.), 2934
(C-H Alif.), 2750 (SH), 1624, 1572, 1490, 1428 (C=C, C=N-S), 996 (C-ClI).

RMN *H (90 MHz, DMSO.4) & en ppm: 3.62 (s, 3H, CH3N); 6.65 (dd, 1H,
Ji= 9 Hz, J,= 3 Hz, H-6’); 6.89 (s, 1H, H-4); 7.02-7.30 (m, 2H, H-4’ y H-
5’); 7.37 (s, 1H, H-7), 7.71 (sa, 1H, inter. con D,0O, SH).

Tabla 5.8. Constantes espectroscopicas espectrométricas de los intermediarios de la sintesis de

5-6

compuesto

Constantes

(o]
cl i ojijENH2
cl NO,
4-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-
nitroanilina (5-1).

IR (KBr) cm-1: 3465 y 3344 (-NH,), 3174-3039 (C-H Ar.), 1632, 14609,
1446 (C=C), 1559, 1423 (-NO,), 1241 (C-O-C), 911 (C-Cl).

RMN 'H (90 MHz, CDCl5) §en ppm: 5.93 (s, 1H, H-6), 6.13 (sa, 2H, Inter.
con de D,0, -NH,); 7.09 (dd, 1H, J;= 8.1 Hz, J,= 1.5 Hz, H-6’); 7.29 (dd,
1 H, J= 8.4 Hz, J= 8.1 Hz, H-5), 7.42 (dd, 1H, J,= 8.1 Hz, J,= 1.5 Hz,
H-4"); 8.26 (s, 1H, H-3).

EM (CG, IE) m/z: 336 (M+4, 30 %); 334 (M+2, 93 %), 332 (M™, 94 %);
262 (M—70, 100 %); 251 (M—81, 50 %).

101




Capitulo 5. 1-Metiltriclabendazoles

cl
cl i on:NHCOCH 3
cl NO,

N-[4-Cloro-5(2,3-diclorofenoxi)-
2-nitrofenillacetamida (5-17)

IR (KBr) cm-%: 3322 (NH), 3109-3071 (C-H Ar.), 1708 (C=0), 1610,
1583, 1488 (C=C), 1570, 1367 (-NO,), 1267 (C-O-C), 991 (C-Cl).

RMN 'H (400 MHz, Acetona.ss) & en ppm: 2.15 (s, 3H, CH;CO); 7.374
(dd, 1H, J,= 8.0 Hz, J,= 1.6 Hz, H-6’), 7.57 (dd, 1H, J;= 8.4 Hz, J,= 8.0
Hz, H-5); 7.62 (dd, 1H, J;= 8.0 Hz, J,= 1.2 Hz, H-4); 8.16 (s, 1H, H-3),
10.24 (s, 1H, Inter. con D,O, NH).

RMN **C (100 MHz, Acetona.gs) 5 en ppm: 25.08 (CHyCO), 109.45 (C-6),
117.62 (C-4), 121.95 (C-6'), 125.90 (C-2'), 128.725 (C-4’), 128.88 (C-3),
130.05 (C-5'), 133.37 (C-1), 134.94 (C-2), 136.39 (C-3), 152.18 (C-1’),
158.27 (C-5), 169.97 (C=0).

EM (ID, IE) m/z: 378 (M+4, 4 %); 376 (M+2, 10%); 374 (M", 12%); 332
(M—42, 52 %); 328 (M—46, 90 %); 326 (M—48, 64 %); 291 (326 [M—48]—
35, 58%); 256 (M—118, 100%).

cl CH,

|
cl ) N
cl NO,

N-[4-Cloro-5(2,3-diclorofenoxi)-
2-nitrofenil]-N-metilacetamida
(5-18)

IR (KBr) cm-1:3103-3028 (C-H Ar.), 2936 (C-H Alif.), 1672 (C=0), 1600,
1521, 1448 (C=C), 1565 y 1337 (-NO,), 1247 (C-O-C), 915 (C-C).

RMN 'H (400 MHz, DMSO.4) & en ppm: Espectros con duplicidad de
sefiales 1.678 (s, 3H, CH3CO); 2.06 (s, 3H, CH3CO); 2.94 (s, 3H, CH3N);
3.26 (s, 3H, CH3N); 7.11 (s, 1H, H-6); 7.25 (dd, 1H, J;= 8.4 Hz, J,=1.5
Hz, H-6’); 7.33 (dd, 1H, J;= 8.1 Hz, J,= 1.5 Hz, H-6’); 7.39 (s, 1H, H-6);
7.45 (dd, 1H, J,= 8.4, J,= 8.1, H-5’); 7.45 (dd, 1H, J,= 8.1 Hz, J,=8.1 Hz,
H-5); 7.59 (dd, 1H, J;,= 8.1 Hz, J,= 1.2 Hz, H-4’); 7.60 (dd, 1H, J,= 8.1
Hz, Jo= 1.5 Hz, H-4%); 8.31 (s, 1H, H-3); 8.50 (s, 1H, H-3).

RMN **C (100 MHz, DMSO_4) & en ppm: Espectros con duplicidad de
sefiales. 22.49 (CH,CO); 22.66 (CH,CO); 36.53 (CH;N), 118.33 (C-2)),
120.52 (C-6’), 121.02 (C-4’), 121.90 (C-2’), 123.63 (C-2’), 124.22 (C-4),
124.46 (C-4), 127.70 (C-6), 128.12 (C-6), 128.39 (C-3), 128.80 (C-3).
130.19 (C-5’), 133.98 (C-3’), 134.05 (C-3’), 138.39 (C-1), 138.58 (C-1),
142.26 (C-2), 142.76 (C-2), 151.70 (C-1)), 151.95 (C-1'), 155.91 (C-5),
156.42 (C-5), 169.32 (C=0), 171.24 (C=0).

EM (ID, IE, con descomposicién) m/z: 358 (M-30, 4 %); 342 ([M-30]-16,
0 M—46 96 %); 340 (M—48, 96 %); 305 (340-35, 54 %); 270 (M-118, 305
-35, 100%).

cl
cl \©/OKINHCH 3
cl NO,
4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-N-
metil-2-nitroanilina (5-19)

IR (KBr) cm™: 3364 (NH), 3076 (C-H Ar.), 2954 (C-H Alif.), 1626, 1508
(C=C), 1566, 1444 (-NO,), 1234 (C-O-C, C-N-C), 908 (C-Cl).

RMN 1H (90 MHZ, DMSO-4) ¢ en ppm: 2.83 (d, 3H, J= 6 Hz, simplifica
con D,O, CH3NH); 6.12 (s, 1H, H-6), 7.09 (dd, 1H, J;= 9 Hz, J,= 3 Hz, H-
67); 7.18-7.50 (m, 2H, H-5"y H-4’); 8.15 (s, 1H, H-3); 8.20 (sa, 1H, Inter.
con D,O, NH).

EM (CG, IE, Rt 17.299) m/z: 350 (M+4, 31 %); 348 (M+2, 93 %): 346
(M, 100 %); 276 (M=70, 28%); 258 (M—88, 32 %): 183 (M-163, 43%).

Cl (o] N
| ,—SH
cl N

5-Cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-1-
metil-1H-bencimidazol-2-tiol (5-
21)

IR (KBr) cm™: 3066 (C-H Ar.), 2940 (C-H Alif.), 2750 (SH), 1578, 1480,
1440, 1334 (C=C, N=C-S), 1272 (C-O-C), 912 (C-Cl).

RMN 1H (90 MHz, DMSO_4) & en ppm: 3.60 (s, 3H, CH3N); 6.50 (dd, 1H,
Ji= 9 Hz, J= 3 Hz, H-6’); 6.910-7.130 (m, 2H, H-4’ y H-5’); 10.60 (sa,
1H, Inter. con D,0O, SH o NH de la forma de tiona).

EM (CG, IE) m/z: 362 (M+4, 30 %); 360 (M+2, 82 %); 358 (M™, 67%),
340 (M—18, 100 %).
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5.9.2. Parte bioldgica

Los compuestos TCBZ (5-4), 5-5 y 5-6 se sometieron a evaluacion antihelmintica contra el
helminto Trichinella spiralis in vitro e in vivo. En estos ensayos también se evalud la
actividad antihelmintica de la mezcla de los isbmeros 5-5 y 5-6; ademas la actividad

antiprotozoaria in vitro frente a G. intestinalis, E. histolytica 'y T. vaginalis.
5.9.2.1. Evaluacion antihelmintica vs Trichinella spiralis

En las Tablas 5.9-5.11 y Figuras 5.1-5.3 se muestran los resultados de la evaluacion
antihelmintica in vivo en ratones. Se midié la disminucién de la carga parasitaria en la fase
adulta de T. spiralis, el efecto sobre la fertilidad y sobre las larvas musculares (LM). Los
estudios se realizaron utilizando tres dosis: 25, 50 y 75 mg/kg de peso.

Tabla 5.9. Efecto de TCBZ y sus derivados 1-metilados 5-5 y 5-6 sobre el organismo en fase
adulta de la T. spiralis

Compuesto Porcentaje (%) de reduccién de la fase adulta
Dosis 25 mg/Kg de peso 50 mg/Kg de peso 75 mg/Kg de peso
TCBZ (5-4) 28 41 7
5-5 55 72 43
5-6 10 15 33
5-5+5-6 31 55 —
Control 0 0 0
ABZ — 83 —
NTZ — 71 —
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Grafica 5.1. Efecto de TCBZ y sus derivados 1-metilados 5-5 y 5-6 sobre la fase adulta de T.
spiralis.

Los resultados sobre la fase adulta de T. spiralis mostraron (Tabla 5.9 y Grafica 5.1)
mostraron que el compuesto 5-5, isdbmero que tiene el metilo en la posicion 1 y el
diclorofenoxi en la posicion 5 del anillo bencimidazdlico, fue el que caus6 mayor efecto
sobre el organismo adulto de la T spiralis (fase entérica). El segundo lugar fue para el
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TCBZ y por ultimo el isomero 5-6. Cuando se evalué la mezcla de los dos isomeros, el

porcentaje de reduccion tuvo un valor intermedio entre los valores individuales.

Los resultados de la evaluacién sobre el efecto que tienen estos compuestos sobre la

fertilidad de las hembras de T. spiralis se muestran en la Tabla 5.10 y la Grafica 5.2.

Tabla 5.10. Efecto del TCBZ, y sus derivados 1-metilados 5-5 y 5-6 sobre la fertilidad el de las
hembras de T. spiralis

Compuesto Porcentaje (%) de reduccion de la fertilidad
Dosis 25 mg/Kg de peso 50 mg/Kg de peso 75 mg/Kg de peso
TCBZ (5-4) 34 23 25
5-5 76 76 42
5-6 56 40 52
Control 0 0 0
ABZ 90
NTZ 90

Nuevamente se puede observar que los derivados 1-metilados 5-5 y 5-6 tuvieron mayor
efecto sobre la fertilidad de las hembras de T. spiralis que el TCBZ. El compuesto 5-5
mostro el mayor efecto, 76% de reduccion, comparado con 90% de reduccion mostrado
por ABZ. En general no se observé cambio en el porcentaje de reduccion al aumentar la
dosis; aunque, a la dosis mas alta el efecto disminuyd, tal vez esté involucrado algun

problema de solubilidad.
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©
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Grafica 5.2. Efecto, expresado en %, del TCBZ y sus derivados 1-metilados 5-5 y 5-6 sobre la
fertilidad el de las hembras de T. spiralis.

Cuando se midi6 el efecto de estos compuestos sobre la larva muscular de T. spiralis,
nuevamente el compuesto 5-5 fue el que tuvo mayor efecto. Ademas se logré ver en
general que al aumentar la dosis el efecto sobre la LM también aumento, esto se podria
correlacionar con una mayor absorcién. En la Tabla 5.11 y la Grafica 5.3 se muestra el

efecto sobre las LM de T. spiralis.
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Tabla 5.11. Efecto del TCBZ, y sus derivados 1-metilados 5-5 y 5-6 sobre la larva muscular (LM)
de T. spiralis

Compuesto Porcentaje (%) de reduccidn de las larva muscular (LM) de T spiralis
Dosis 25 mg/Kg de peso 50 mg/Kg de peso 75 mg/Kg de peso
TCBZ 13 25 41

5-5 53 46 74
5-6 12 50 48
Control 0 0 0
ABZ 87
NTZ 60

Al comparar estos resultados con los datos que se tienen reportados de este tipo de
ensayos realizados para ABZ y NTZ, se pude ver que el compuesto 5-5 tuvo porcentajes
de reduccibn muy semejantes a los del ABZ, y en algunos casos superiores a los
reportados para la NTZ. Lo que hace muy interesante el continuar con otros estudios, con

el propdsito de ampliar su espectro antihelmintico.

100
= 80 BTCBZ
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3 20
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Grafica 5.3. Porcentaje de reduccién de larvas musculares de T. spiralis por efecto de los
compuestos TCBZ, 5-5y 5-6.

5.9.2.12. Evaluacion antiprotozoaria vs. Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica y Trichomonas

vaginalis

La evaluacion antiprotozoaria se realizé utilizando el método de subcultivos reportado por

Cedillo et al.?® Los resultados se muestran en las Tabla 5.12 y Gréfica 5.4.
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Tabla 5.12. Susceptibilidad in vitro contra los protozoarios G intestinalis, E. histolytica y T.
vaginalis

Compuesto Clso uM 1/ Clsy Clso pM 1/ Clsy Clso uM 1/ Cls
G E. T. vaginalis
intestinalis histolytica

TCBZ (5-4) 0.0236 42.37 0.4059 2.46 0.6172 1.62
5-5 1.1453 0.87 1.3861 0.72 0.9098 1.10
5-6 0.1926 5.19 0.2783 3.59 0.2033 4,92
ABZ 0.037 27.03 56.6 0.02 1.592 0.63
NTZ 0.0130 76.92 0.0550 18.18 0.110 9.09
MTZ 1.2280 0.81 0.350 2.86 0.2160 4.63

En los tres ensayos el TCBZ (5-4) fue mas activo que ABZ, 1.56 veces, 139 veces y 2.57
veces mas activo contra G intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis, respectivamente; pero
menos que NTZ. Unicamente contra G intestinalis, TCBZ fue 52 veces méas activo que
MTZ. Por su parte, los derivados 1-metilados fueron mejores amebicidas y tricomonicidas
gue ABZ. El compuesto 5-6 fue 203.37 veces mas activo que ABZ contra E. histolytica y
semejante a MTZ contra T. vaginalis. En el caso G. intestinalis ninguno de los derivados,
5-5 y 5-6 fue mas activo que ABZ y NTZ; el compuesto 5-6 fue seis veces mas activo que

MTZ frente a este protozoario.

Contra G. intestinalis, el TCBZ fue ocho veces mas activo que el compuesto 5-6 y éste

seis veces mas potente que el isomero 5-5.

En cuanto a la E. histolytica 'y T. vaginalis el orden de actividad de los compuestos fue el
mismo: 5-6 >TCBZ >5-5.

El isomero 5-6 fue mas activo que el 5-5 frente a los tres parasitos. La diferencia en los
valores de Clsg entre los isébmero fue notoria, 5-6 fue entre 4 y 6 veces mas potente que 5-
5; este hecho pone de manifiesto que la distribucion de los sustituyentes en el anillo de

bencimidazol juega un papel importante en la respuesta biologica.

Al comparar los valores de Clso del TCBZ y sus derivados 1-metilados con los obtenidos
para el compuesto Alfa se observd que TCBZ mostr6 mejores propiedades giardicidas y
tricomonicidas; y que el compuesto Alfa fue el mejor amebicida de los compuestos

evaluados, inclusive mejor que la NTZ.

La Gréfica 5.4 muestra el efecto in vitro de los compuestos TCBZ, 5-5 y 5-6 sobre los
protozoarios G. intestinalis, E histolytica, y T. vaginalis. La Clso se convirtié en su inverso

1/Clso. Se anexaron los valores del compuesto Alfa.
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O G. intestinalis
40 BE. histolytica
30 OT. vaginalis

0 T T T 1
TCBZ 5-5 5-6 ABZ NTZ MTZ ALFA

Grafica 5.4. Actividad antiprotozoaria expresado como 1/Cls, de los compuestos, TCBZ, 5-5y 5-6
sobre G. intestinalis, E. histolytica, y T. vaginalis.

5.10. Conclusiones

e La sintesis de triclabendazol y sus derivados 1-metilados se realizo sin problemas
siguiendo la metodologia propuesta a partir de triclabendazol o de N-metil-2-
nitroacetanilidas adecuadamente sustituidas con rendimientos globales de 21.23%
para el regioisomero 5-5 (nueve pasos de sintesis) y 50.29% (siete pasos de
sintesis) para el 5-6.

e El primer paso de sintesis en cualquiera de los métodos es una reaccién de SyAr,
la cual es lenta y requiere DMF como disolvente. Una alternativa es el uso de las
MW, pero no estan establecidas las condiciones con disolventes de menor p.eb.,
por lo que esta reaccion requiere mayores estudios.

e Se determin6 que el H en posicion 1 del bencimidazol, en la estructura de TCBZ,
no es necesario para la actividad antihelmintica.

e Triclabendazol y sus derivados 1-metilados tuvieron buena actividad contra T.
spiralis tanto en la fase adulta como larva muscular; el isémero 5-5, aquél con el
grupo diclorofenoxi en posicion 5 y metilo en 1, fue el mas activo de los tres
compuestos evaluados; tuvo porcentajes de reduccion muy semejantes a los del
ABZ, y en algunos casos superiores a los reportados para la NTZ, lo que lo postula
como molécula interesante para continuar con otros estudios, con el propdsito de
ampliar su espectro antihelmintico.

e ElI metilo en posicion 1 del bencimidazol, también influyé en la actividad
antiprotozoaria, el derivado 5-6, con el grupo diclorofenoxi en posicion 6 y metilo en

1, fue mas activo contra los tres parasitos, in vitro, que su isomero de posicion 5-5.
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Aun asi, TCBZ fue mas activo que su derivados metilados contra G. intestinalisy T.
vaginalis.

TCBZ mostr6 ser mejor giardicida y tricomonicida que el compuesto Alfa; pero éste
ultimo mostro ser mas activo que TCBZ sobre E. histolytica.

El TCBZ (5-4), farmaco empleado como fasciolicida de uso humano y veterinario
resultdé ser un buen antiprotozoario, lo que lo califica como antiprotozoario de
amplio espectro. Por otro lado el compuesto 5-6 también es un buen candidato
para ser estudiado como antiprotozoario ya que fue tan activo como MTZ. La
particularidad de poseer un metilo en posicién 1, evitard algunos problemas que
pudiera tener el TCBZ, por ejemplo, absorcién o union a proteinas. Lo que le da
caracteristicas importantes para ser un buen candidato a mayores estudios.

Se amplié el espectro de actividad antiparasitaria del TCBZ anexandose un
helminto y tres protozoarios a la lista.

Se requieren estudios de solubilidad, permeabilidad, y otras propiedades
farmacocinéticas y de metabolismo que eluciden como el CHg, en el compuesto 5-5
y 5-6, aumenta la actividad antihelmintica y antiprotozoaria. Ademas de la

busqueda del mecanismo de accion de estos compuestos.

5.11. Referencias

ok

10.
11.

12.

Sotelo, J.; Jung, H. Pharmacokinetic optimization of the treatment of neurocysticercosis. Clinical
Pharmacokinetics. 1998, 34(6), 503-515.

Fairweather, |.; Boray, J. C. Fasciolicides: Efficacy, Actions, Resistance and Its Management. The
Veterinary Journal. 1999, 158, 81-112.

Cedillo-Rivera, R.; Mufioz, O. In-vitro susceptibility of Giardia lamblia to albendazole, mebendazole
and other chemotherapeutic agents. Journal of Medical Microbiology, 1992, 37(3), 221-224

Coles, G. C. Anthelmintic activity of triclabendazole. Journal of Helminthology. 1986, 60, 210-212.
Robinson, M. W.; Trudgett, A.; Hoey, E. M.; Fairweather, |. Triclabendazole-resistant Fasciola
hepatica: B-tubulin and response to in vitro treatment with triclabendazole. Parasitology, 2002,
124(3), 325-338.

Gallay, M. J. J; Kihne, P. M.; Meyer, B. A.; Rechsteiner, B. O.; Schellenbaum, M. M. 2-alkylthio-, 2-
alkylsulphinyl and 2-alkylsulfonyl-6-phenylbenzimidazoles as anthelminthic agents. U. S. patent No.
4,197,307, Abril, 8, 1980.

Calvopifia, M.; Guderian, R. H.; Paredes, W.; Chico, M.; Coope, F. J. Treatment of human
pulmonary paragonimiasis with triclabendazole: clinical tolerance and drug efficacy. Transactions of
the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene. 1998, 92(5), 566—-569.

Tojo, J.; Santamarina, M. T.; Ubeira, F. M.; Estevez, J,; Sanmartin, M. L. Anthelmintic activity of
benzimidazoles against Gyrodactylus sp. infecting rainbow trout Oncorhynchus mykiss. Diseases of
Acuatic Organisms. 1992, 12, 185-189.

Pozio, E.; Gomez-Morales, M. A., Dupouy-Camet, J. Clinical aspects, diagnosis and treatment of
trichinellosis. Expert Review Anti-Infective Therapy. 2004, 1, 471-82.

Lacey, E. Mode of action of benzimidazoles. Parasitology Today. 1990, 6(4), 112-115.

Abuzar, S.; Sharma, S. Synthesis of Substituted Benzimidazoles as Potential Anthelminthics. Archiv
der Pharmazie. 1982, 315(10), 866-871.

Katiyar, S. K.; Gordon, V. R.; McLaughlin, G. L., Edlind, T. D. Antiprotozoal activities of
benzimidazoles and correlations with beta-tubulin sequence. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy. 1994, 38(9), 2086-2090.

108


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00359203
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00359203
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00359203/92/5
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01694758

Capitulo 5. 1-Metiltriclabendazoles

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Pérez, V. J. Sintesis y actividad antihelmintica de derivados N-metilados del albendazol. Tesis
Maestria. Facultad de Quimica, UNAM, 2007.

Palomares-Alonso, F.; Jung-Cook, H.; Pérez-Villanueva, J.; Piliado, J. C.; Rodriguez-Morales, S.;
Palencia-Hernandez, G.; Lépez-Balbiaux, N.; Hernandez-Campos, A. Castillo, R.; Hernandez-Luis,
F. Synthesis and in vitro cysticidal activity of new benzimidazole derivatives. European Journal of
Medicinal Chemistry. 2009, 44(4), 1794-1800.

Hernandez, M. A. Sintesis y Actividad Antiparasitaria de Derivados del (1-metil-1H-bencimidazol-2-
il)carbamato de metilo. Tesis Licenciatura. Facultad de Quimica, UNAM, 2006.

Valdez, J.; Cedillo, R.; Herndndez-Campos, A.; Yépez, L.; Hernandez-Luis, F.; Navarrete-Vazquez,
G.; Castillo, R. Synthesis and antiparasitic activity of 1H-benzimidazole derivatives. Bioorganic and
Medicinal Chemistry Letters. 2002, 12(16), 2221-222

Katritzki, A. R.; Rachwal, S. New Routes to Selectively Methylade benzimidazoles. Journal of
Heterocyclic Chemistry.1994, 31, 775.

Middleton, R. W.; Monney, H; Parrick, J. N-methylation of heterocycles with dimethylformamide
dimethyl acetal. Synthesis 1984, 9, 740-743

Katsuri, T. R.; Jois, H. R.; Mathew, L. A novel Transformation of 3-alkoxyisoquinolines to 3-
Chloroisoquinolines an Unusual Decyanation of 1,3-Dialkoxy-4-cyano-5,6,7,8-
tetrahydroisoquinolines Under Vilsmeier-Haack Conditions. Synthesis. 1984, 9, 743-746.

Belstein Organische Chemie. Band XlI, pp 730 (Blanskma, R21, 276).

Brehme, R. Phasentransfer-katalysierte N-Alkylierung von N-Acylanilinen im wassrig-organischen
Zweiphasen-System. Synthesis 1976, 2, 113-114.

Mendoza, R. L. Sintesis de N-metil-2-nitroanilinas, Materias primas para la preparacion de 1-
metilbencimidazoles antiparasitarios. Tesis Licenciatura. Facultad de Quimica, UNAM. 2001
Katritzki, A. R., Rachwal. S.; Ollmann, R. New routes to selectively methylated benzimidazoles.
Journal of Heterocyclic Chemistry. 1994, 4, 775-779.

Iddon, B.; Kutschy, P., Robinson, A. G., Suschitzky, H., Kramerb, W., Neugebauer, F. A. 2H-
Benzimidazoles (Isobenzimidazoles). Part 7." A New Route to Triclabendazole [5-Chloro-6- (2,3-
dichlorophenoxy)-2-methylthio-1H-benzimidazole] and Congeneric Benzimidazoles. Journal of
Chemical Society. Perkin Transactions I. 1992, 3129-3134.

Basilio E. P. Evaluacién de la actividad biolégica de compuestos derivados del triclabendazol
empleando a Trichinella spiralis como modelo experimental. Tesis Licenciatura. UNAM, 1999.
Cedillo, R.; Chéavez, B.; Tapia, A.; Yépez, L.; In vitro effect on Nitazoxanide against Entamoeba
histolytica, Giardia intestinales, Trichomonas vaginalis trophozoites. Journal Eukariot Microbiology.
2002, 49(3), 201-2013.

27.ACDLabs DB version 6.0.

109


http://onlinelibrary.wiley.com.pbidi.unam.mx:8080/doi/10.1002/jhet.5570310414/abstract

Capitulo 6. Andlogos del triclabendazol

6. Analogos del Triclabendazol

6.1. Introduccion

A diferencia de las infecciones intestinales causadas por los nematodos intestinales como
Necator americanus y Ancylostoma duodenalis (uncinarias), Trichuris trichura (tricocéfalo)
y Ascaris lumbricoides (lombriz intestinal); asi como las causadas por los cestodos Taenia
saginata (tenias o solitarias), que pueden ser tratadas con albendazol y mebendazol
(nematodos), praziquantel y niclosamida (cestodos), las parasitosis extraintestinales
causadas por los nematodos Onchocerca volvulus, Wuchereria bancrofti, Brugia malayi y
Loa loa (oncocercosis, filariosis linfatica y filariosis loa loa), Trichinella spiralis
(trichinellosis) y el cestodo Taenia solium (cisticercosis) requieren de farmacos con mayor

biodisponibilidad para su tratamiento.

Estas parasitosis tienen en comln el estar catalogadas por la OMS® dentro de las
enfermedades desatendidas y/o relacionadas con la pobreza y afectan grandes
poblaciones en el mundo. Las filariosis son transmitidas por vectores (moscas o
mosquitos) mientras que la trichinellosis y cisticercosis por los alimentos; todas tienen
ciclos de vida complejos que involucran varias fases o estadios y son capaces de invadir

organos como el cerebro, lo musculos, la vejiga, los ojos y los vasos linfaticos.

Los farmacos empleados para su tratamiento son escasos, entre ellos estan:
dietilcarbamazina (DEC), ABZ, PZQ e ivermectina (IV) con la caracteristica de que éstos
no son efectivos en todos los estadios de vida de los parasitos.

[I N.__O

-
P j/
H—N N N
=

\__/
N—\ o
( cHy
CH,
Dieticarbamazina (DEC) Praziquantel (PZQ)

Figura 6.1. Algunos farmacos empleados contra helmintiosis extraintestinales.

En la terapia de la filariosis linfatica se utilizan mezclas de DEC+ABZ y DEC+IV con éxito
moderado; sin embargo, los efectos secundarios pueden ser fatales cuando las
microfilarias (fases juveniles del parasito) estan alojadas en vasos sanguineos, vasos
linfaticos, causando encefalopatia, dafio renal y hasta la muerte.? Los farmacos son poco

efectivos contra las fases adultas.
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En el caso de la trichinellosis, ABZ es efectivo contra la fase adulta del parasito (fase

entérica) pero en menor grado contra las larvas musculares.

De la cisticercosis, el principal problema es cuando el parasito se aloja en el cerebro
ocasionando problemas neuroldgicos importantes tales como convulsiones vértigo, etc. A
pesar de su pobre solubilidad, ABZ penetra la barrera hematoencefalica y puede actuar
contra los cisticercos alojados en el cerebro; obviamente, los tratamientos son
prolongados y se requiere de altas dosis (800 mg por dia en dos tomas hasta por 30

dias).?

Algunos BZC, ya existentes en el mercado, por ejemplo flubendazol o compuestos
experimentales, han demostrado tener actividad contra parésitos extraintestinales in vitro
0 in vivo administrados via subcutanea, pero no oralmente.** Esto no es de sorprender ya
que los BZC se diseflaron para ser pobremente absorbidos y ser efectivos contra

parasitos intestinales.

Con el propdésito de modificar las caracteristicas de solubilidad de los bencimidazoles se
han sintetizado compuestos con grupos diferentes del metoxicarbonilamino en la posicién
2, pero en general la actividad se ve disminuida; la excepciéon es el TCBZ que con un
grupo metiltio, en la posicion 2 del nucleo de bencimidazol, es capaz de llegar al higado y
al pulmon y actuar contra los trematodos que se alojan en eso 6rganos, pero con menor

espectro de actividad contra otros parasitos.

Por otro lado, dentro de las parasitosis extraintestinales estan las protozoosis causadas
por E. histolytica (absceso hepético) y T. vaginalis, para las que ABZ y MBZ son poco
efectivos, pero si algunos otros bencimidazoles no carbamatos de metilo con grupos

trifluorometilo (-CFs3) o metilsulfanilo (-SCHs) en posicién 2 del bencimidazol.®’

En la basqueda de antiparasitarios de amplio espectro, en esta parte de la tesis se abordo
la sintesis de dos series de ocho compuestos bencimidazélicos cada una, que mantienen
el grupo SCHs; en la posicibn 2 pero que en la posicibn 5(6) tienen un grupo
aminocarbonilo o un grupo amino. Estos compuesto se evaluaron contra T. spiralis,
Taenia crasicceps y también contra los protozoarios G. intestinalis, E. histolytica y T.
vaginalis. Del grupo de la carboxamidas, se eligieron cuatro compuestos para el estudio
de sus propiedades biofarmacéuticas tales como pKa, solubilidad y coeficiente de

permeabilidad en células Caco-2.
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6.2. Modificacion en la posicion 5(6) del bencimidazol

La presencia de diferentes grupos en la posicién 5(6) de los bencimidazoles 2-sustituidos
es un factor importante para determinar el perfil biolégico de los compuestos de esta
clase. Los sustituyentes en esta posicibn no solamente evitan el metabolismo al 5-
hidroxibencimidazol, con menos actividad, sino que dirigen la respuesta biolégica frente a
parasitos entéricos o tisulares; con base en ello se han sintetizado y probado gran

cantidad de compuestos.

La mayoria de los bencimidazoles sintetizados pertenecen al grupo de los bencimidazol-
2-carbamatos de metilo, ya que se ha establecido, en funcidon de su mecanismo de accién
como inhibidores de la polimerizacion de la B-tubulina, que el grupo alcoxicarbonilamino

en posicion 2 del bencimidazol es esencial para la actividad antihelmintica.

Los grupos funcionales que se han colocado en esta posicion son de diferentes tipos,
tales como: alquilo, arilo, etenilo, alquilcarbonilo, cicloalquilcarbonilo, heteroarilcarbonilo,
arilcarbonilo. También se han sintetizado cetonas bisbencimidazdlicas. De estas

|9,10

modificaciones surgieron parbendazol,® mebendazo y flubendazol; los dos ultimos,

antihelminticos potentes contra parasitos intestinales y tisulares.

Compuesto R Compuesto R
Parbendazol Hsc/\/ Albendazol H3C/\/S_
fo) O
R )
! 2 N Ricobendazol H c/\/s\
Mebendazol N NHCO .CH 3
O o, ..
o \ Fenbendazol ©/
| H

Flubendazol /©/J\ o
S
F Oxbendazol @ ~

Figura 6.2. Modificaciones en la posicion 5(6) del bencimidazol.

Otros grupos que se han ensayado son los alcoxicarbonilos (ésteres). Cuando se
sustituyé el alcoxicarbonilo por aminocarbonilo se obtuvo un gran numero de
carboxamidas activas de amplio espectro, dependiendo de la naturaleza de la parte
aminica de la amida, p.ej. piperazinas; algunas de éstas activas contra macro y

microfilarias en animales como el compuesto CDRI 81-470.**
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)
\ (o} —\
N /A NN NH
N%\ BN /
NHCO ,CH, =
Y N~ NHCO ,CH,

— 5(6)-(4-dietilaminocarbonilpiperazin-1-il)bencimidazol-2-carbamato de metilo

W

CDRI 81-470

N
O : O
/ NH N N
N _ |
N)\NHCQZCH3 H,C—N NGN H
/

HaC
CDRI 87-144 HOE-33258

Figura 6.3. Bencimidazoles con grupos piperazino o piperidino activos como micro y
macrofilaricidas.

Otro compuesto destacado de esa serie es el CDRI 87-144 con amplio espectro de
actividad antihelmintica in vivo; es efectivo al 100% contra los modelos de parasitos
intestinales vy tisulares: Ancylostoma ceylanicum (25 mg/kg), Nippostrongylus brasiliensis
(100 mg/kg), Syphacia obvelata (50 mg/kg), Hymenolepis nana (250 mg/kg X 3) y
Cysticercus fasciolaris (50 mg/kg X 10). El compuesto CDRI 87-144 resulté ser tan
potente como el MBZ.*2*3

Una importante modificacién que produjo compuestos de amplio espectro y alto grado de
actividad es la colocacién de grupos alquiltio y ariltio en la posicion 5(6) y sus sulfoxidos.
De esta serie surgieron albendazol,** ricobendazol, fenbendazol y oxfendazol. Los dos
primeros, de gran uso en parasitosis intra y extraintestinales. El reemplazo del azufre por

oxigeno disminuyo la actividad.

Otro tipo de sustituyentes ensayados en la posicién 5(6) son aminas secundarias como
piperazinas sustituidas;®® por ejemplo, el compuesto HOE-33258, muy activo como

filaricida, pero téxico.'®
6.3. Sintesis de amidas bencimidazodlicas
6.3.1. Generalidades sobre la sintesis de amidas

El grupo funcional amida (R-CO-NRR) es comun encontrarlo ya sea en grandes
moléculas como las proteinas, o en productos naturales o sintéticos de cualquier grado de
complejidad. En la Quimica Farmaceéutica, mas del 25% de los farmacos poseen por lo
menos un grupo carboxamido en su estructura. Esto no es de sorprender dado que las

amidas son grupos funcionales estables, neutros y con la particularidad de que pueden
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ser donadores y/o aceptores de puentes de hidrogenos, lo que les permite tener

interacciones con los componentes de los sistemas bioldgicos.

A diferencia de la esterificacion, la formacion de amidas no es un procesos de equilibrio,
sino que, dada la naturaleza basica de las aminas, lo primero que ocurre es la reaccion
acido—base, formado la sal de amonio correspondiente por lo que es dificil formar el
enlace amida a partir de la sal y en caso de ser posible, se requieren condiciones de
reaccion extremas, lo que repercute en la estabilidad de otros grupos funcionales
presentes en las moléculas. De aqui que es necesario modificar la estructura del acido

carboxilico, activandolo para que permita el facil ataque de la amina para generar una

amida.
o . o
R)J\OH T RTOH =——= R)J\O_Rl-l- H20
pKa ~ 4-5 pKa, ~—2
/ﬁ\ + RLNH, —=—>= /|CJ)\ + RLNH ~—— )(J)\ 4 o
R OH ’ R o 3 R NH-R®
pKa ~ 4-5 pKa, ~ 10-11

Esquema 6.1. Formacion de ésteres versus formacion de amidas.

Bajo este principio, los quimicos sintéticos han estudiado y propuesto una gran cantidad
de métodos para llevar a cabo esta activacién. Algunos de estos métodos se enlistan en
la Tabla 6.1.
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Tabla 6.1. Métodos de activacion de acidos carboxilicos para la sintesis de amidas

Método Reactivos Mecanismo propuesto Ref
L . Mecanismo d i6 socl 17
Formacion de Reactivo formador de ecanismo de reaccion con SO-%
cloruros de acido cloruros de acilo: cloruro “Hel L o
de tionilo (SOCI,), cloruro ﬁ @ @ 0 -s0, @ R Ho ]
i DA s—Cl — s{N —— HN_ > — ">
de oxalilo (COCI),, POCls, R™ “OH p o3 e | T MNNR NTOR
PC|5 \_/ R
T - intermediari
Base: trietilamina (TEA), “CI’ cloruro de acilo
diisopropiletilamina
(DIPEA), piridina
. . Mecanismo de reaccién con CDI 18
Acoplamiento con  Agente acoplante:
R : Q
; I o /=N o’ /=N o 4o R o
carbonildiimidazol \ \ o -co o
) N = (\N»__N\) + :9/\R —_— N%;\ OJJ\R *’2 N4\N/J\R + H';\RZ —_— = Rl N/”\R
N col D\/ = U =) 12
N\/) N AN
col "N "NH
\—=/ intermediario

Base: imidazol, TEA

imidazélido

Acoplamiento con
carbodiimidas

Agentes acoplantes:
N=C=N

O O bcc

Base: TEA, DIPEA, 4-
dimetilaminopiridina,
(DMAP)

19

Mecanismo de reaccién con DIC

H )\
o
( 0 w(o) | o« @ A
N | ~
)\Njc/ Y + :Q'/]\R N)io)/”\R + HA’:‘\RZ EZ R
H* )\

intermediario
O-acilisourea
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| |
(0] (o)
~p” T3P

Acoplamiento con  Agentes acoplantes: 20
. Mecanismo de reaccién utilizando PyBOP
sales de fosforo Q
N
i < 2 o
/N N
'l‘l \}‘l O/H\R N @ R:L 1 ﬁ
O N N~ = I+ /”\ | R_.
PF, N ) + . N—pZ o >R + HN._ > N7 R
S 2 SR
N+
P
\ intermediario
. Br N— PyBOP fosfonio
PFg P BroP
—N N—
\ ./ .
Base: 4-metilmorfolina
(NMM), DIPEA
. . 21
Acoplamiento con Reactivos: 2 o /_/ o o o (lop N /IOJ\
anhidridos Yp- " p=0 o P P P_ . R R
arl ) . . o s |HOTCOT OO R+ — > N7 R
fosfonicos b-O~p0 —/_o\P/o + HQ/J\R H H HU HN. 2 12
/. v
G\

o//\
Base: piridina, DIPEA,
NMP

intermediario
pirofosfonico

116



Capitulo 6. Andlogos del triclabendazol

6.3.2. Amidas bencimidazodlicas

La sintesis de bencimidazoles con grupos aminocarbonilos en algunas posiciones,

particularmente 4 6 5(6), ha sido reportada ampliamente.

Las dos estrategias empleadas para la sintesis de las carboxamidas bencimidazdlicas
son: preparar las amidas antes de la ciclacién al bencimidazol®® o después de la

obtencioén del ndcleo bencimidazdlico.

o (0] (o]
(A) HO NHCOCH 3 1) SOCI,, benceno, A R1R2N NHCOCH ; varios pasos R1R2N N\ s
2) RIR®NH, THF 50 °C —_— . | >—R
N
NO, NO, N
o (0]
N 1p2 N RY, R? = H, alquilo, arilo, (CH.,),
(8) HO N 3 1) SOCl, benceno,A R'R'N N 3 , » alquilo, arilo, (CH,),
| DR S RRNGLTHE 50 6 | >—R R®= NHCO,CH,, SH, CF, etc.
N ) « N
H H

Esquema 6.2. Estrategias para la preparacion de amidas bencimidazélicas. (A) Formacién de la
amida antes de ciclar. (B) Formacion de la amida después de ciclar.

En general los dos métodos coinciden en activar al acido carboxilico via el cloruro del
acido, utilizando SOCI, en benceno a reflujo. En un segundo paso, después de eliminar el
exceso de SOCI,, se adiciona la amina (2 eq) o en presencia de trietilamina y se deja

reaccionar entre 25-50 °C en CHCl; o THF.%2*

Otro reactivo utilizado para la activacion del acido carboxilico es el 1,1’-carbonildiimidazol
(CDI) en DMF a 40 °C y subsecuente acoplamiento con la amina correspondiente a 50
OC.25

6.4. Sintesis de aminas bencimidazodlicas
6.4.1. Sustitucidon nucleofilica aromatica de halobencenos

La sustitucién nucleofilica de haluros aromaticos es un proceso dificil a presion normal,
s6lo se limita a los ejemplos cuando el halégeno es flior y tiene buenos grupos
electroatractores en posiciones orto 0 para. En general las reacciones de SpAr se
aceleran a altas presiones (p.ej. 6.0-12.0 kbar); aun asi, los tiempos son prolongados 20-
50 h, en THF y con 5 equivalentes del nucleéfilo. Cuando éste es una amina, su volumen
y tamafio estan en relacién con la reactividad; las aminas primarias son las mas reactivas,
le siguen las secundarias ciclicas, luego las secundarias alifaticas y por ultimo las aminas

terciarias.?®
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Rendimiento (%) R,N-

O,N Cl 91 (C_H,),N-
O,N cl R THE 2 2Ms);
+ N—H —_— R
R/ 6 kbar, 50 °C N~ 98 N—
Cl Ili
5 equivalentes
98 o N—
__/

Esquema 6.3. SyAr de aminas secundarias sobre 3,4-dicloronitrobenceno.

Recientemente, las condiciones de reaccion se han optimizado al aumentar la
temperatura de la reaccion utilizando disolventes de alto punto de ebullicion y a presion

normal, o bajo presion y mediante el uso de calentamiento por microondas.
6.4.2. Aminobencimidazoles

En el esfuerzo de contar con diversidad de grupos en las posiciones 5(6) del
bencimidazol, se han introducido grupos amino, desde -NH,, -NHR o —NRR o0 su
derivados acilados. La forma comun de introducir estos grupos es desde las etapas
iniciales de la sintesis, por medio de reacciones de SyAr sobre 5-cloro-2-nitroanilinas en
un reactor de acero o a reflujo en piridina por 24 h. Los pasos siguientes de sintesis
corresponden a la reduccion del grupo nitro y posterior ciclacion al bencimidazol

requerido. Esquema 6.4.%"

cl NH, R R,N NH, RoN N
+ \N—H piridina, 24 h, A KI \>——NHCO 2CH3
R/ reactor cl N

Cl NO, cerrado Cl NO, H

Esquema 6.4. Preparacion de aminas bencimidazdlicas en 5(6).
6.5. Justificacion

Las opciones de tratamiento para las parasitosis extraintestinales son limitadas. Dentro
del grupo de los bencimidazoles, so6lo ABZ es el farmaco de elecciéon, con actividad
moderada contra parasitos tisulares. Ademas, hay reportes de cepas de parasitos

resistentes a este compuesto.

Modificar la posicién 5(6) del nucleo del bencimidazol, mediante sustitucion por grupos del
tipo amida o aminas ciclicas, es una estrategia interesante a explorar en busca de
informacion sobre los requerimientos estructurales para la actividad antiparasitaria. En
esta parte del trabajo de tesis se decidi6 sintetizar y evaluar la actividad antiparasitaria de
16 analogos de triclabendazol con sustituyentes en 5(6) de tipo aminocarbonilo y amino

gue confieran a las moléculas cierto perfil contra parésitos tisulares.
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La evaluacion de los compuestos contra los helmintos T. spiralis, T. cracisseps y los
protozoarios G. intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis proporcionara mayor informacion

para enriquecer las bases de datos de nuestro grupo de investigacion.
6.6. Diseno de los analogos de triclabendazol

Los compuestos de las Tabla 6-2 y 6-3 se diseflaron de acuerdo a lo siguientes

fundamentos:

- El grupo metoxicarbonilamino, en los BZC es indispensable para la actividad
antihelmintica en pardsitos gastrointestinales.

- Un grupo de tipo piperazino sustituido, en la posicion 5(6) del bencimidazol, unido
por un grupo C=0 o directamente, evita el metabolismo y perfilan a estas
moléculas como antihelminticos de amplio espectro en parasitos extraintestinales.

- Hay poca informacién relacionada con el efecto de grupos alquiltio en la posicién 2
del bencimidazol en la actividad antihelmintica; pero se sabe que estos grupos
confieren a las moléculas mayor grado de liposolubilidad, por ejemplo el TCBZ.

- Los compuestos CDRI 87-144 y HOE-33258, son potentes micro y macrofilaricidas,
pero con problemas de absorcién o toxicidad. Ambos compuestos tienen en su

estructura un heterociclo de seis miembros nitrogenado piperidina y piperazina

Con base en la informacién anterior, los compuestos disefiados poseen las siguientes
caracteristicas: se conservo el nucleo de bencimidazol con el SCHz en la posicion 2; se
sustituyeron la posiciones 5(6) por grupos aminocarbonilo o aminas; se dejé hidrogeno en
6(5) o se colocd un cloro. La primera serie comprende amidas de piperidina, 4-
metilpiperidina, piperazina y 4-metilpiperazina y la segunda son aminas bencimidazodlicas

de tipo de piperidina, 4-metilpiperidina, piperazina y 4-metilpiperazina.
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o}
hN)ﬁN»—SCH
Z/ZQ 1 N ’
R R H
Tabla 6.2. Analogos de triclabendazol con sustitucién en 5(6) de tipo carboxamida
Compuesto No. R’ R? z
6-1 H H CH
6-2 Cl H CH
6-3 H CHs; CH
6-4 Cl CHs CH
6-5a H H N
6-5b H (CH3)sCO N
6-6 Cl H N
6-7 H CHs; N
6-8 Cl CHs; N
R2
\Z/\
QN N
j@[ D—scH,
R' N
H
Tabla 6.3. Analogos de triclabendazol con sustitucién en 5(6) de tipo amina
Compuesto No. R’ R? Z
6-9 H H CH
6-10 Cl H CH
6-11 H CHs; CH
6-12 Cl CHs CH
6-13a H H N
6-13b H CH3CO N
6-14a Cl H N
6-14b Cl CH3CO N
6-15 H CHs; N
6-16 Cl CHs; N

6.7. Metodologia
6.7.1. Parte quimica
6.7.1.1. Sintesis de las carboxamidas 6-1-6-8

Las carboxamidas 6-1-6-8 se sintetizaron a partir de los acidos 2-(metiltio)-5(6)
bencimidazol carboxilicos 6-34 (para las carboxamidas 6-1, 6-3, 6- 5a, 6-5b y 6-7) y 6-35
(para las carboxamidas 6-2, 6-4, 6-6 y 6-8) utilizando CDI como agente acoplante. Los
acidos se prepararon siguiendo el Esquema 6.6 a partir de los ésteres: 4-amino-3-
nitrobenzoato de metilo, 6-26 y 4-amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo, 6-27, La
hidrogenacion catalitica de los ésteres dio las o-fenilendiaminas 6-28 y 6-29; éstas, sin

posterior tratamiento, se sometieron a la reaccién de ciclacion utilizando xantato de etilo a
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60 °C para dar los 2-mercaptobencimidazoles 6-30 and 6-31.% La S-metilacién se realizé
por tratamiento con CHgl en solucion de KOH-EtOH en frio. Se obtuvieron los ésteres 6-
32 y 6-33, los cuales se sometieron a hidrdlisis alcalina a 80 °C y posterior tratamiento con
solucion de HCI dil., para dar los acidos 2-(metiltio)bencimidazol-5(6)-carboxilico 6-34 y el
6-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5(6)carboxilico 6-35. Cada acido se tratd, por
separado, con 1,1’-carbonildiimidazol en condiciones anhidras, usando como disolvente
CHCI,, CH3CN o DMF, seguido por la adicién de las aminas piperidina, 4-metilpiperidina,

piperazina o 1-metilpiperzina.

) CO,CH; (o] o
R b H,CO s N c H3CO H N\>
E—— 8 —SH E—— 3 SCH
3
1 N 1 N
NH, R R
H H
NH,
6-28: R'=H 6-30: R'=H 6-32: R'=H
6-29: R'=Cl 6-31: R = CI 6-33: R'=ClI
a d
6-26: R'=H
6-27: R'=ClI ﬁ ﬁ
’/\N N\ e HO "{
! \) H—SCHy ~———— —SCH,
RZ» Rl N Rl N
H H
6-1-6-8 6-34: R'=H
6-35: R = Cl
6-1: R'=H,R?=H,Z=CH 6-5a: R'=H,R*=H,Z=N
6-2: R'=CIl,R?=H,Z=CH 6-6: R'=CI,R?=H,Z=N

6-3: R'=H, R°=CH,, Z=CH 6-7:R'=H,R?=CH,, Z=N
6-4:R'=Cl,R?=CH,, Z=CH  6-8:R'=CI,R*=CH,, Z=N

(a) H,, Pd/C al 5% o Niquel - Raney, CH,OH; (b) CS,, KOH, CH,CH,OH, H,0; (c) CH,l, KOH, H,0; (d) 1) NaOH, H,0, 80 °C; 2) H,0";
(e) 1) 1,1'-carbonildiimidazol, CH,CI,;
2) piperidina, 4-metilpiperidina, piperazina, 1-metilpiperazina.

Esquema 6.5. Sintesis de las carboxamidas 6-1—6-8.

Los ésteres precursores 6-26 y 6-27 se sintetizaron a partir de los correspondientes
acidos 4-aminobenzoico (6-17) o 2-cloro-4-nitrobenzoico (6-18) comerciales, de acuerdo a
procedimientos ya conocidos mostrados en el Esquema 6.6. Para la obtencion de 6-26, el
compuesto 6-17 se acetilé con anhidrido acético; luego se esterificd por tratamiento con
sulfato de dimetilo en medio alcalino dando el 4-acetamidobenzoato de metilo (6-20). El
tratamiento de éste con mezcla sulfonitrica dio el compuesto 6-24. La hidrdlisis con
NaOH/MeOH dio el éster 4-amino-3-nitrobenzoato de metilo 6-26. Para la sintesis del
precursor 6-27, el acido 6-18 se esterific con sulfato de dimetilo en medio basico dando
el éster 6-21; éste se sometio a reduccion catalitica utilizando Ni-Raney como catalizador.
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Posteriormente, la amina 6-22 se acetilo y nitr6 con HNO3/H,SO, dando el nitrocompuesto
6-25. Por ultimo, la hidrdlisis de la acetamida 6-25 con NaOH/MeOH dio el éster precursor

4-amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo 6-27.

COOH COOH CO,CH,
1
R
6-17, a b
—_— —_—
R’ NHCOCH 4 NHCOCH 4
6-17: R' =H, R= NH, 6-19 6-20

6-18 : R* =Cl, R®= NO,

C
CO,CH; CO,CH,
R R
6-28: R'=H e d
629:R'=Cl
6-18, b NO, NO,
NH, NHCOCH ,
6-26: R' = H 6-24: R' = H
6-27: R'=ClI 6-25: R' = ClI
C
CO,CH; CO,CH; CO,CH,
Cl Cl Cl
e a
—_— —_—
NO, NH, NHCOCH ,
6-21 6-22 6-23

(a) Ac,0; (b) DMF, NaHCO,, H,0, (CH,),SO,; (c) HNO,, H,SO,; (d) NaOH, CH,OH; (e) H,,
Niquel - Raney, CH,OH

Esquema 6.6. Preparacion de los precursores 4-amino-3-nitrobenzoato de metilo (6-26) y 4-
amino-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6-27).

6.7.1.2. Sintesis de las aminas 6-9-6-12, 6-13a, 6-14a, 6-15y 6-16

Las aminas 6-9—6-12, 6-13a, 6-14a, 6-15 y 6-16 se sintetizaron a partir las nitroanilinas 5-
cloro-2-nitroanila (6-36) y 4,5-dicloro-2-nitroanilina (4-2a) segun se muestra en el
Esquema 6.7. Primeramente, las materias primas se trataron en caliente y bajo atmosfera
de N, con 4 eq de piperidina, 4-metilpiperidina, piperazina o 1-metilpiperazina. Para dar
las nitroanilinas 6-37—6-44. Los compuestos 6-41 y 6-42 se acetilaron con Ac,O/piridina
en DMF o CH3CN/EtOH y calor, dando los compuestos 6-45 y 6-46. Los nitrocompuestos
se redujeron con H,, Pd/C al 5% o Ni-Raney o con 5 equivalentes de SnCl,-2H,0. Las
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diaminas, sin aislar, se convirtieron en los tioles 6-55-6-62 por reaccion con CS,
/KOH/EtOH. Por dltimo, el tratamiento con CH3l/KOH/EtOH, generé a los
metiliobencimidazoles 6-9-6-12, 6-13b, 6-14b, 6-15 y 6-16. Las acetamidas 6-13b y 6-14b
se liberaron del acetilo por hidrélisis acida con H,SO4 como catalizador en EtOH/H,0 a 50
°C, dando las aminas 6-13a y 6-14a que se trataron con HCI gas para aislarlas como

clorhidratos.

cl NH, LN NH, LN NH,
a b
1@[ D@E 6-41, 6-42 KI
R NO, R NO, R NO,

6-36: R'=H 6-37 - 6-44 6-45, 6-46
4-2a:R'=ClI

\O \Z/\‘

N N k/N NH,
N—sH o9
AL LK

H
6-55 - 6-62 6-47 - 6-54

le [ ]
2 2
N N ¢ K/N N
| \> SCH, | \»>—8CH,|-2HCI
Rl N 6-13b, 6-14b Rl N

H H

6-9 - 6-12, 6-13b, R 6-13a, 6-14a

6-14b, 6-15, 6-16
6-37, 6-47, 6-55,6-9 : R'=H, R?=H, Z=CH 6-42,6-14a : R'=CI,R?=H,Z=N
6-38, 6-48, 6-56, 6-10 : R'=CI, R*=H, Z=CH 6-43, 6-53, 6-61,6-15 : R'=H,R?=CH,, Z=N
6-39, 6-49, 6-57, 6-11 : R"=H, R, = CH,, Z=CH 644, 6-54, 6-62,6-16 : R' = CI, R°=CH,, Z=N
6-40, 6-50, 6-58, 6-12 : R = C|, R = CH,, Z=CH 6-45, 6-51, 6-59, 6-13b : R =H, R?= COCH,, Z =N
6-41,6-13a:R*=H,R?>=H,Z=N 6-46, 6-52, 6-60, 6-14b : R' = CI, R*=COCH,, Z=N

(a) Piperidina, 4-metilpiperidina, piperazina o 1-metilpiperazina, 120-140 °C; (b) Ac,O/Piridina, 65 °C ; (c) H,,
Pd/C o Ni-Raney o SnCl,2H,0; (d) CS,/KOH/EtOH; (e) CH,I/KOH; (f) 1) EtOH/H,0O, H,SO, cat, 50 °C, 2) HCI gas

Esquema 6.7. Ruta de sintesis para las aminas 6-9-6-12, 6-13a, 6-14a, 6-15 y 6-16.
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6.7.2. Parte biolégica
6.7.2.1. Evaluacion antihelmintica

Las carboxamidas 6-1-6-8 se evaluaron in vitro contra la larva muscular de T. spiralis. La
viabilidad de los parasitos se determiné por el método colorimétrico del MTT descrito por
Townson.?® Se emplearon cinco concentraciones en un rango entre 0.000377 uM-3.77
uM. Estos estudios se realizaron en el IMSS, Centro Médico, Siglo XXI por la Dra. Yépez

Mulia y su grupo.

Los compuestos 6-1-6-4 también se evaluaron in vitro contra la cepa ORF de T.
crassiceps a dos concentraciones (0.28 uM y 1.70 uM). Estos ensayos se realizaron en el

Instituto Nacional de Neurologia, por el grupo de la Dra. Jung Cook.*
6.7.2.2. Evaluacion antiprotozoaria

Adicionalmente, las carboxamidas y las aminas se evaluaron in vitro contra los trofozoitos
de los protozoarios G. intestinalis y E. histolytica por el método de subcultivos. Los
experimentos se realizaron dos veces por triplicado a concentraciones de 0.005, 0.01,
0.05, 0.1 y 0.5 pg/mL. Estos experimentos se realizaron por el grupo de la Dra. Yépez
Mulia en el IMSS, Centro Médico, Siglo XXI.

6.7.2.3. Evaluaciéon biofarmacéutica.

A las carboxamidas 6-1-6-4 se les determinaron sus propiedades farmacocinéticas como
log P, solubilidad, pKa y permeabilidad aparente en células Caco-2. Estos estudios se
realizaron en el Laboratorio de biofarmacia de la Dra. Jung Cook y en el IMSS, Centro

Médico, Siglo por la Dra. Yépez Mulia y su grupo.*!
6.8. Resultados y Discusién

6.8.1. Amidas 6-1-6-8

6.8.1.1. Resultados y Discusion de la Parte Quimica

6.8.1.1.1. Preparacion de los acidos 2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (6-34) y 6-cloro-2-

(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (6-35)

Para preparar los acidos 6-34 y 6-35 fue necesario prepara primeramente su precursores
4-acetamidobenzoato de metilo (6-20) para 6-34 y 4-(acetilamino)-2-clorobenzoato de

metilo (6-23) para el acido 6-35, siguiendo la ruta sintética del Esquema 6.6.
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Para la sintesis del acido 2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (6-34) se partio del
acido 4-aminobenzoico 6-17, el cual primeramente se traté con anhidrido acético para
proteger la amina; luego se esterificé con sulfato de dimetilo en medio alcalino dando el

éster 4-acetamidobenzoato de metilo (6-20) con excelente rendimiento.

Por otro lado, para la sintesis del &cido 6-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico
(6-35) hubo que preparar al éster 4-(acetilamino)-2-clorobenzoato de metilo (6-23) para lo
cual se partio del acido 2-cloro-4-nitrobenzoico (6-21) el cual se esterifico con sulfato de
dimetilo en medio alcalino y DMF como disolvente. Luego, 6-21 se redujo cataliticamente
usando Ni-Raney como catalizador para evitar hidrogendlisis, ya que cuando se utilizo
Pd/C se obtuvo el producto 4-aminobenzoato de metilo. El compuesto 6-22

inmediatamente se acetilo para dar el compuesto 6-23.

Habiendo preparado los compuestos 6-20 y 6-23, éstos se sometieron a las mismas
reacciones segun los Esquemas 6.5 y 6.6 para culminar con los &cidos 6-34 y 6-35

materias primas de las carboxamidas 6-1-6-8.

El proposito de esterificar fue evitar problemas de solubilidad con moléculas tipo zwitterion
en las reacciones posteriores. La formacién del éster, via una reaccion tipo Sy2, en este
caso es una reaccion muy rapida y practica versus el clasico método de esterificacion de

de Fischer.*?

En el espectro de IR del éster 6-20, Ginicamente se observé una banda amplia a 1685 cm™
para los dos tipos de C=0; sin embargo, para el éster 6-23 si se observaron claramente
los dos tipos de C=0 a 1730 cm™ y 1637 cm™ para el éster y la amida, respectivamente.
Las sefales a 2.10 ppm y 3.83 ppm (para 6-20); 2.07 ppm y 3.08 ppm (para 6-23) en los
correspondientes espectros de RMN 'H, mostraron los dos tipos de metilo; la primera
sefial para el CH;CONH de la acetamida y la segunda para el CH3;0CO- del éster. En el
espectro de masas los fragmentos de m/z 120 ([M—42]-31) para 6-20 y m/z 154 para el
compuesto 6-23 fueron el pico base del espectro y correspondieron a la pérdida de C,H,0
(42 u) caracteristico de las acetamidas, mas la pérdida de OCH3 (31 u) evidenciando la

presencia de la amida y el éster metilico en ambos compuestos.

6.8.1.1.2. Preparacion de los intermediarios 4-acetamido-3-nitrobenzoato de metilo (6-24) y 4-

acetamido-2-cloro-3-nitrobenzoato de metilo (6-25)

Los compuestos 6-20 y 6-23 se nitraron sin problemas utilizando mezcla sulfonitrica en

frio (0-10 °C). Lo espectros de IR mostraron las dos bandas caracteristicas del grupo nitro
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a 1509 cm™ y 1342 cm™ para 6-24; 1567 cm™ y 1336 cm™ para 6-25. En el espectro de
RMN *H del compuesto 6-24, la multiplicidad de las sefiales correspondié con el patrén de
trisustitucion en el anillo aromatico, como se muestra en la Figura 6.4; y en el caso del
compuesto 6-25, se observaron dos sefales simples. En la espectrometria de masas, el
ion molecular de ambos espectros correspondié con las estructuras esperadas. En ambos
casos el fragmento mas abundante correspondié al ion (M—42) y en segundo lugar en
abundancia fue el fragmento ([M-42]-31) correspondiente a los iones de m/z 196 y 230,
para 6-24 y 6-25 respectivamente. Esto corroboré la presencia tanto del éster como de la

acetamida.

CO,CH;
8.20 ppm (dd, 1H, J,= 9.0, J,= 2.1 Hz))
H_ 6 H 8.60 ppm (d, 1H, J=1.7)
2

H 5 NO,

8.50 ppm (d, 1H, J=8.7 Hz
pem ( ) NHCOCH ,

Figura 6.4. Patron de multiplicidad en RMN *H para un compuesto 1,3,4 trisustituido. Ejemplo: 4-
acetamido-3-nitrobenzoato de metilo.

6.8.1.1.3. Preparacion de los intermediarios 4-amino-3-nitrobenzoato de metilo (6-26) y 4-amino-2-

cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6-27)

El siguiente paso hacia la sintesis de los &cidos fue la hidrolisis de la acetamida la cual se
llevé a cabo con un equivalente de NaOH en metanol. La hidrdlisis selectiva de la amida
con respecto al éster se debi6 al efecto electroatractor del grupo nitro en posicién orto y al
del carbonilo del éster en para con respecto a la amida; ademas, estos mismo grupos
estabilizan por resonancia al par de electrones que se libera por el ataque del hidroxilo al
carbonilo de la amida. La temperatura <22 °C fue un factor determinante para el éxito de
la reaccion. ElI cambio estructural se comprobd por la aparicion de las dos bandas entre
3452 cm™ y 3341 cm™ de amina primaria, asi como la permanencia del C=0 del éster por
las bandas a 1701 cm™ (para 6-26) y 1712 cm™ (para 6-27) en los espectro de IR;
también por la sefial amplia a 7.56 ppm (para 6-26) y 7.98 ppm (para 6-27) que integro
para 2H e intercambi6 con DO, en el espectro de RMN H; y por la ausencia del
fragmento M—42 en el espectro de masas, en este caso los iones de m/z 165 y 199
correspondieron al fragmento (M—31, 100%); con lo que se demostr6 la permanencia del

éster metilico en la estructura de 6-26 y 6-27 respectivamente.
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6.8.1.1.4. Preparacion de las o-fenilendiaminas 3,4-diaminobenzoato de metilo (6-28) y 4,5-

diamino-2-clorobenzoato de metilo (6-29)

La reduccion del grupo nitro se realizé cataliticamente; utilizando Pd/C para la reduccion
de 6-26 y Ni-Raney para la de 6-27. Después de eliminar el catalizador, el producto, tal
cual, se sometid a la siguiente reaccion. Una pequefia muestra se recristaliz6 de EtOH
para determinar sus constantes fisicas y espectroscépicas. En el espectro de resonancia
de 'H se observaron dos sefiales que integraron para 2H cada una e intercambiaron con
D,0, correspondientes a los 2NH; a 4.65 ppm y 5.27 ppm para 6-28, a 4.79 ppm y 5.49
ppm para la diamina 6-29. EIl M™, en ambos espectros de masas, fue el pico mas

abundante.

6.8.1.1.5. Reaccion de ciclacion. Preparacién de los compuestos 2-mercapto-1H-bencimidazol-5-

carboxilato de metilo (6-30) y 6-cloro-2-mercapto-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (6-31)

La reaccioén de ciclacion de las diaminas 6-28 y 6-29 al nucleo de bencimidazol se llevo a
cabo por adicién del xantato de etilo preparado en frio previamente y luego calentamiento
posterior para provocar la ciclacion. El xantato de etilo se preparé previamente a la
reaccion para evitar que el medio basico provocara la hidrélisis del éster ya que la
reaccion de ciclacion requiere calentamiento a 60-70 °C; sin embargo, este proceso se
puede evitar siempre y cuando toda la mezcla de materia prima y reactivos se realice a
temperatura ambiente y se deje reaccionar por espacio de 15 min antes de iniciar el
calentamiento. Con esto se evitd la manipulacion del xantato de etilo; reflejandose en el
aumento del rendimiento de la reaccion. Los productos 6-30 y 6-31 fueron sélidos poco
solubles en los disolventes comunes por lo que fue un tanto dificil su recristalizacion. La
presencia de una sefial en el espectro de RMN *H, a 12.83 ppm y a 12.91 ppm, para 6-30
y 6-31 respectivamente, que integrd para 2H e intercambio con D,0O sugiri6é el predominio
de la tiona en el par de tautomeros posibles, esto se confirmé por la sefial a 170.17 ppm
(6-30) y 170.98 ppm (6-31) en el espectro de *C correspondiendo al C-2 del anillo de
bencimidazol, concordante con una unién C=S (tiona), ya que de ser el tiol (C-SH) el valor
tedrico del desplazamiento seria aproximadamente 155+9.3 ppm, muy cercano al
desplazamiento del C=0 del éster (Esquema 6.8). El ion molecular del espectro de masas
fue el pico base y en segundo término el fragmento M—31 producido por la ruptura del

éster metilico.
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163.58 - 166 58 ppm
155 06 ppm

0
H3CO {' . N
3 N\ H;CO
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/ 170.17 - 170.99 ppm
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co H.CO .
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N
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6-30: R'=H
6-31: R'=ClI

Esquema 6.8. Equilibrio tiol-tiona de los compuesto 6-30 y 6-31, se indican los desplazamientos
de RMN **C para los carbonos del éster y el C-2.

6.8.1.1.6. Preparacion de los compuestos 2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (6-

32) y 6-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (6-33)

El siguiente paso fue la metilacion del tiol o tiona via una Sy2 con CHsl y KOH; el
disolvente que se empled fue acetona, sin embargo en EtOH esta reaccion también
procedio con buen rendimiento. Es importante resaltar que se controlaron los equivalentes
de base y reactivo, ya que si se tiene exceso puede ocurrir la dimetilacion, si no se cuida
la temperatura. La comprobacion de que el producto de la reaccién fue una S-metilacién y
no una N-metilacién o dimetilacion fue por los espectros de RMN *H de los compuesto 6-
32 y 6-33, en donde se observaron solamente dos sefiales que integraron para 3H, una a
2.70 ppm (6-32) 6 2.69 ppm (6-33) para el SCH; y otra a 3.83 ppm (6-32 y 6-33) para el
OCHj3; respectivamente; ademas la sefial para el NH aparecio a 12.89 ppm 6 12.98 ppm e
intercambié con D,O. Igualmente, en el espectro de RMN **C s6lo se observaron dos
sefales a alta frecuencia para los dos tipos de metilo a 13.75 ppm y 51.98 ppm, para 6-
32; y a 13.72 ppm y 52.30 ppm, para el compuesto 6-33. En el espectro de *C del
compuesto 6-32 fue notoria la duplicidad de las sefiales para los carbonos aromaticos
posiblemente debido a que se observa al par de tautbmeros, intrinsecos del sistema de
bencimidazol, Figura 6.5: El desplazamiento quimico del C-2 (=C-S-CH3) en el compuesto
6-32 fue de 157.10 ppm muy por abajo del valor de 170.17 del de su precursor (HN-C=S).
En el espectro de masas el M™ correspondi6 al pico mas abundante, y los demas
fragmentos corroboraron al éster metilico:(M—31) y ([M—31]-28) para los dos ésteres 6-32
y 6-33.
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Figura 6.5. Duplicidad de las sefales par los carbonos aromaticos en el espectro de RMN **C del
compuesto 6-32.

6.8.1.1.7. Preparacion de los compuestos acido 2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (6-34) y

6-cloro-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (6-35)

Los acidos 2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (6-34) y 6-cloro-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-5-carboxilico (6-35) se prepararon por hidrélisis alcalina de los ésteres 6-32
y 6-33, utilizando tres equivalentes de sosa. La reaccion en este caso se hizo en medio
acuoso a 75-80 °C; también fue posible utilizar EtOH. El trabajo de la reaccion para
protonar el carboxilato es muy importante, ya que si no se llega al pH adecuado (pH~ 3-4)
disminuye el rendimiento. La presencia del &cido carboxilico se observé en el espectro de
IR por las sefiales entre 3125-2600 cm™ y 1685 cm™ correspondientes al grupo carboxilo.
Los espectros de RMN *H y RMN *3C, para el 4cido 6-34, se mostraron perturbados ya
que por ejemplo en el de 'H, las sefiales se resolvieron mostrando su multiplicidad, hasta
después del intercambio con D,O. En el caso del espectro de **C, todas las sefiales del
nacleo de bencimidazol aparecieron dobles. Lo que podria significar que la molécula
estuviese como Zwitterion o que el equilibro entre los dos tautbmeros sea lo

suficientemente lento para ser observado en los espectros de RMN.*?
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Figura 6.6. D

o} o H
I N Bl o
HO o)
/\©: \>—SCH3 /\©: \>_SCH3 Zwitterion
N N
H H

(o] (o]
I H I H
HO N o N
"{>—SCH3 Ee N/>—SCH3 Zwitterion
\
H

Esquema 6.9. Equilibrios &cido base y tautomérico para el acido 6-34.

uplicidad de las sefales par los carbonos aromaticos en el espectro de RMN **C del
compuesto 6-34.

131.267

114.800

114.132

141.090
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Figura 6.7. Sefiales simples de la parte aromatica del espectro de RMN **C del compuesto 6-35.
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6.8.1.1.8. Preparacion de las carboxamidas 6-1-6-8

A partir de los acidos 6-34 y 6-35 previamente activados y las aminas correspondientes se
obtuvieron las amidas 6-1-6-8. Se decidio activar a los acidos mediante la formacion de
los derivados imidazolidos, resultantes de hacer reaccionar al acido carboxilico con 1,1’-
carbonildiimidazol. El grupo saliente que se genera con esta reaccién es un compuesto
aromatico muy estable por lo que la reaccidon de formacion de la amida es rapida y de facil
manejo. La formacion del imidazdlido, a diferencia de la del cloruro de acido, es un
procedimiento sencillo cuya Unica limitante es la condiciébn anhidra del disolvente
empleado, y la eliminaciéon del imidazol que se genera como producto secundario de la
reaccion; aunque, esto no ofrecié grandes problemas. A pesar de la pobre solubilidad de
los acidos 6-34 y 6-35 en CH,Cl, o CH3CN, a medida que fue formando el intermediario,
éste se disolvié en el medio de la reaccion, ademas, la reaccion procedio entre 28-30 °C.
Cuando se empled CH3CN el tiempo de reaccion fue menor ya que el acido se disolvio
también. La segunda parte de la reaccion fue la formacion de las amidas. En general el
tiempo de esta segunda reaccion vario de 1.5-15 h, la reaccion fue mas rapida cuando se
utilizo acetonitrilo ya que se pudo calentar a 55 °C. Los rendimientos fueron de regulares
a muy buenos, 35-88%, el menor rendimiento fue para la formacion de 6-5a, la amida de
piperazina, cuyo NH extra le provee muy alta solubilidad en agua, por lo que el
rendimiento bajé en el proceso del aislamiento y purificacion. La muestra pura para

espectroscopia se logré por purificacion por cromatografia en columna.

Es importante mencionar que también se prepararon algunas amidas por el método del
cloruro de acido; sin embargo, las condiciones acidas de la formacién de éste
intermediario hacen que la reaccion sea muy lenta, por la baja solubilidad de la sal

generada en el medio de la reaccion.

Los puntos de fusion de las amidas 6-1-6-8 fueron relativamente bajos de 72.1 °C a 189
°C. El compuesto de mas alto punto de fusion fue 6-7, la amida de N-metilpiperazina, y la
de més bajo pf fue su anélogo clorado (6-8) que fundié con descomposicion a 69.7-72.1
°C. El mismo comportamiento se observd con 6-3 y 6-4, las amidas de la 4-
metilpiperidina, en las que el pf mas alto correspondi6 a 6-3 (183-184 °C) y el méas bajo pf
(124.1-1245.5 °C) a 6-4 (el compuesto clorado). Al parecer el cloro en posicion 6 del anillo
bencimidazdlico, vecino al grupo carboxamido promueve un acomodo menos simétrico en

la red cristalina, o que disminuye el punto de fusion considerablemente, Figura 6.8.
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6-3: Z=CH 6-4: Z=CH
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Figura 6.8. Amidas voluminosas

6.8.1.1.9. Método alterno para la sintesis del compuesto 2-(metiltio)-5-(piperazin-1-ilcarbonil)-1H-

bencimidazol (6-5a)

Debido a los inconvenientes que presentd la preparacion del compuesto 6-5a, se decidid
utilizar a la piperazina protegida como el 1-piperazincarboxilato de terc-butilo en la
reaccion de formacion de la amida; en este caso se obtuvo el compuesto 6-5b (Esquema
6.10). Los problemas de solubilidad se resolvieron de ésta manera. La hidrolisis posterior
del terc-Boc para liberar al NH de la piperazina se logré por tratamiento con solucion de
HClI 1M en AcOH 3M, dando como producto final a la amida 6-5a en forma de

diclorhidrato.

0
I
HO N, ab N N\
/\©:N>_SCH3 (Hsc)aco\l/NJ /\©:N>_SCH3
H

|
H o)

6-5b

‘c

o
~y I .
2 HCI
ISR
H
6-5a - 2HCI

(@) 1,1'-carbonildiimidazol, CH,CN; (b) 1-Piperazinocarboxilato de terc-butilo; (c) HCl 1M en AcOH
Esquema 6.10. Método alterno para la preparaciéon de la amida 6-5a.

6.8.1.1.10. Elucidacién estructural de los carboxamidas 6-1—6-8

En la Tabla 6.4 se resumen algunas de las caracteristicas espectroscépicas y

espectrométricas mas importantes de las nuevas carboxamidas 6-1-6-8; se anexa
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también al compuesto 6-5b, intermediario en la sintesis de la carboxamida 6-5a. A
continuacion se discute la informacion que proporciond la espectroscopia de estos

compuestos y que llevo a la confirmacién de las estructuras propuestas.

6.8.1.1.11. Espectroscopia de IR

Todos los compuestos presentaron en sus espectros de IR (ver Apéndice 1. Espectros)
las bandas caracteristicas del esqueleto del niicleo bencimidazélico entre 1570 cm™, 1480
cm® y 1340 cm™; la banda de alargamiento NH, de la posicion 1 del anillo de
bencimidazol, aparecié entre 3435 cm™ y 3100 cm™ conjuntamente con los NH de la
posicién 4’ de los compuestos 6-5a y 6-6. El alargamiento C=0O de amida terciaria se
observé a menor frecuencia que en sus correspondientes acidos precursores, en un
rango muy cerrado a 1601 cm™ y 1627 cm™; el compuesto 6-5b mostr6 otra banda de
C=0 a 1692 cm™ correspondiente a el carboxilato de terc-butilo. El sustituyente en
posicion 2 del anillo bencimidazoélico se comprobé por la banda a 1272-1299 cm™ que
coincidié con lo esperado para el alargamiento C-S (CHs3-S). Las amidas 6-7 y 6-8,

adicionalmente, mostraron otra banda para el enlace C-N (CH3-N) en esta misma region.

6.8.1.1.12. RMN H

En los espectros de RMN 'H de las carboxamidas 6-1-6-8 se observd que los
desplazamientos quimicos de los protones en estos compuestos fueron constantes; asi
los hidrogenos del CH3-S se presentaron como sefiales simples entre 2.66 y 3.00 ppm. El
més desplazado correspondi6 al compuesto 6-5a-2HCI. La sefal para el NH
bencimidazdlico aparecié entre 9.73 ppm y 12.80 ppm, excepto para los compuestos 6-3,
6-6 y 6-8 en donde el NH aparecio entre 3.41-4.59 ppm; la sefal integré para 1H e
intercambi6 con D,O. El NH de la posicion 4’ de los compuestos 6-5a y 6-6 se observo a
3.39 ppm y 4.59 ppm respectivamente. El diclorhidrato del compuesto 6-5a (6-5a-2HCI) se
comprobd por la sefial amplia a 6.77 ppm que integro para 2H y desaparecio con D,0;
ademas, la seflal a 9.73 ppm también integr6 para 2H e intercambié con D,0O
correspondiente a los NH de las posiciones 1y 4’. Los compuestos 6-3 y 6-4 mostraron el
CHs3 en 4’ como un doblete a 0.87 ppm y 0.98 ppm, y como sefales simples a 2.17 ppm y
2.16 ppm para los compuestos 6-7 y 6-8. La sustitucion en el sistema del bencimidazol
coincidié con la multiplicidad esperada, aunque la Jmneta SOlO se observo en el dd
correspondiente al H-6(5) para los compuestos sustituidos en 5(6) y la Jpara N0 Se 0bservo,
inclusive en los compuestos sustituidos en 5y 6 por lo que la multiplicidad de los H-4 y H-
7 se report6 como singulete en lugar de doblete, Figura 6.19. Las sefales
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correspondientes a los hidrégenos de las porciones de piperidina y piperazina se
mostraron como sefiales amplias o multiples entre 0.92-4.70 ppm (9H o 10H) para los
hidrégenos 2’, 3’, 4’, 5’ y 6’ de la piperidina y entre 2.18-3.88 ppm para los hidrogenos de
2, 3, 5 y 6 (8H) de la piperazina. Cabe sefalar que las integrales no coincidieron
exactamente en todos los casos, ya que algunos espectros presentaron duplicidad de
sefales, o en su defecto sefiales muy amplias que tuvieron mejor resoluciéon después del

intercambio con D,0. El caso mas importante fue el de la carboxamida 6-cloro-5-[(4-

metilpiperidin-1-il)carbonil]-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (6-4).

C/\j©: \>_SCH3 =no se observo /j@: \>—SCH3 =no se observo
dd H

1 = 8.0-8.4 Hz

Figura 6.9. Sistemas de acoplamiento encontrados en los espectros de RMN *H para los
compuestos 6-1—6-8.

6.8.1.1.13. RMN **C

En general todos los espectros de los nuevos compuestos coincidieron en los
desplazamientos quimicos de los carbonos relevantes. Asi por ejemplo, el C del CH3-S
apareciéo entre 13.77 ppm 13.78 ppm, excepto en el compuesto 6-4 en donde el
desplazamiento quimico fue mucho mas bajo debido a que el disolvente empleado en
este caso fue Acetona—gs y no DMSO-4 como en los demas compuestos. El
desplazamiento del carbono C-2 se observo entre 144.74 ppm y 154.56 ppm, y el del C=0
de la amida entre 156.20 ppm y 169.71 ppm, en los dos casos el menor valor
correspondio al compuesto 6-4. En algunos casos no se pudieron registrar con precision
los desplazamientos de todos los carbonos, ya que algunas sefiales se observaron con
muy baja intensidad e inclusive se presentaron como sefiales muy anchas, siendo a
veces un poco dificil hacer la asignacion. En otros casos, el espectro present6 duplicidad

de sefales siendo el ejemplo mas claro el de la carboxamida 6-4.

6.8.1.1.14. Andlisis espectroscopico de RMN de la carboxamida 6-cloro-5-[(4-metilpiperidin-1-

il)carbonil]-2-(metiltio)-1H-bencimidazol (6-4)

Cuando se obtuvieron los espectros de RMN de *H y RMN *3C para el compuesto 6-4,
éstos mostraron casi el doble de las sefiales esperadas, siendo muy notorio que en la

parte aromatica en el espectro de 'H, se observaron cuatro sefiales en vez de las dos que
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se esperaban; ademas, las integrales no coincidieron exactamente con el nimero de

hidrogenos de la molécula.

Por otro lado, el espectro de RMN *3C fue mas complicado, se observaron 22 carbonos y
no 15 como se esperaba. En un principio se consideré que era una mezcla; sin embargo,
el espectro de masas de alta resolucién correspondi6é con la masa exacta del compuesto
6-4. EMAR calculado para C15H15CIN3OS: 323.0859; encontrado: 323.0859. Ademas, los

resultados del analisis elemental también fueron concordantes con los calculados.

La asignacion de las sefales tanto del espectro de hidrégeno y de carbono se realiz6 con
ayuda del experimento bidimensional HETCOR (HETeronuclear CORrelation). En la
Figura 6.10 se muestra la parte aromatica del espectro HETCOR. Se puede observar en
el espectro de *C que las dos sefiales anchas y de baja intensidad a 102.32 ppm y
104.51 ppm correlacionaron con las cuatro sefiales simples 7.34 ppm, 7.43 ppm, 7.52
ppm y 7.54 ppm por lo que se corrobord la asignacion de éstas a los hidrégenos vy

carbonos de las posiciones 4 y 7 del nucleo de bencimidazol.

Figura 6.10. Parte aromatica del espectro HETCOR del compuesto 6-4.

Este hecho puede deberse presumiblemente a que en las condiciones en las que se
obtuvieron los espectros de resonancia (Acetona.qs Yy temperatura ambiente) fue posible
observar un par de isbmeros ya sea tautomeros o de conférmeros de rotacién restringida,

entre los cuales la interconversion es lo suficientemente lenta para poder diferenciarse en
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el experimento de RMN. Sin embargo, la diferencia energética entre ellos no es lo
suficientemente grande como para poder separarse fisicamente. Cuando se realizo el
intercambio con D,O, en el espectro de RMN *H, las cuatro sefiales permanecieron sin

cambio lo que descartd que el hecho experimental observado se deba a la tautomeria.

_4’34a,b el

Por otro lado, cuando se prepararon los derivados 1-metilados del compuesto 6
espectro de RMN *H también apareci6 duplicado, cuando el espectro se determiné a 22.4
°C, observandose claramente las cuatro sefiales aromaticas, ver Figura 6.11. Este
experimento descarto la hipétesis de que el fendbmeno observado en el compuesto 6-4, se

deba al efecto de la tautomeria.

7.646
52
435

4.528
4.486

PRI Ty i uuiia GTi
7.70 ppm 7.55 ppm 4.56 ppm

.9 CH,
2 7 l
37N N
N N
. Al | psch,
cl N

1.01 2.99 1.18 3.18 314

Figura 6.11. Espectro de RMN 1H del derivado 1 metilado del compuesto 6-4.

Adicionalmente, utilizando métodos computacionales se modelaron los tautomeros de la
amida 6-4 y se realiz6 el calculo de sus energias. En la Figura 6.12 se presentan a los
dos tautomeros del conformero mas estable que se obtuvo del estudio conformacional

realizado por el método MM3.
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........ tautébmero 1,5 veve......tautébmero 1,6
Energia Total: -1680.065 Hartrees Energia Total: -1680.049 Hartrees
-2.677 Kcal/mol -2.677 Kcal/mol

Figura 6.12. Tautdmeros del compuesto 6-4 y sus energias calculadas por el método de DFT-
B88-LYP Scf (DFT).

Al comparar la energia de ambas estructuras se observd que no hay diferencias
energéticas significativas entre los is6meros. Por lo que entonces el fenbmeno de la
duplicidad de las sefiales puede deberse a la coexistencia de posibles rotameros
originados por el grupo carbonilo de la amida y a la conformacion que adopta el anillo de

metilpiperidina.

Con el propoésito de comprobar que se trataba de una mezcla de conférmeros, se
realizaron dos experimentos de RMN de *H de temperatura variable: uno de 22.4 °C a 150
°C, utilizando DMSO-4 como disolvente; y otro, de 22.4°C a -90°C, utilizando Acetona-ge.
En el primer experimento, las cuatro sefiales entre 7.3-7.6 ppm empezaron a coalescer a
60 °C, Figura 6.13 (c); a esta temperatura las dos sefales a 7.528 ppm y 7.546 ppm se
juntaron en una sola sefial; lo mismo sucedio con las sefales simples a 7.34 ppm y 7.43
ppm que empezaron a juntarse a 80 °C, Figura 6.13 (d). A 120 °C se observo que las
cuatro sefiales aromaticas coalescieron, observandose Unicamente dos; también se
observd coalescencia de las sefiales en la parte alifatica Figura 6.13 (h) simplificAndose
notablemente el espectro. La coalescencia de sefales también se observo en el espectro
de RMN C. En el espectro de RMN *3C a 22.4 °C se observaron 22 sefiales, las cuales
disminuyeron a 15 a 80 °C. Este hecho experimental concuerda con el resultado del
célculo de las energias arriba descrito en donde las energias calculadas para los dos
tautomeros de la conformacién de menor energia para el compuesto 6-4, resultaron de
igual valor. De lo anterior se deduce que el fendmeno se debe a la presencia simultanea

de isémeros conformacionales y/o de rotacidn restringida Unicamente.
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En el experimento de RMN *H a bajas temperaturas se observé el efecto contrario (Figura
6.14). A medida que la temperatura disminuy0, el nimero de sefiales aumento; a -50°C se
observo el desdoblamiento de las sefiales aromaticas, también la sefial del NH a 12 ppm
se dividié. Este efecto fue muy notorio en el espectro corrido a -70°C dénde se pudieron
observar por lo menos 16 sefiales aromaticas y tres entre 12.533-12.644 ppm (Figura
6.15) lo que reflej6 la presencia simultdnea de mudltiples posibles conférmeros y

tautbmeros.
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a) 22.4°C b) 40 °C c) 60 °C d) 80 °C

S

— 4 —

VL ——

e) 100 °C f) 120 °C g) 140 °C h) 150 °C

_

Figura 6.13. Parte aromatica del espectro de RMN *H del compuesto 6-4 a) 22.4 °C, b) 40 °C, c) 60 °C, d) 80 °C, e) 100 °C, f) 120
°C, g) 140 °C, h) 150 °C sefales en 7.3y 7.6 ppm. Espectro adquirido con DMSO-d6.
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a) 224°C b) -10 °C c) -20 °C d) -30°C e) 40°C
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Figura 6.14. Parte aromética del espectro de RMN *H del compuesto 6-4 a) 22.4 °C, b) -10 °C, c) -20 °C, d) -30 °C, e) -40 °C, f) -50
°C, g) -60 °C, h) -70 °C, i) -80 °C, j) -90 °C. Espectro adquirido en Acetona-d6
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a) 22.4°C b) -90 °C
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Figura 6.15. Parte alifatica del espectro de RMN *H del compuesto 6-4 a) 22.4 °C, b) -90 °C. Espectro adquirido en Acetona-d6.
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Continuando con el estudio computacional, se encontraron cuatro principales conférmeros
energéticamente diferentes uno del otro. En la Figura 6.16 se muestran los posibles

conférmeros y las barreras energéticas que hay que sobrepasar para su interconversion.

Conférmero 1

Conférmero 3 Conférmero 4

Figura 6.16. Diagrama de equilibrio interconversion entre los 4 posibles rotameros, los valores
sobre las flechas indican la energia en Kcal/mol relacionada en cada paso, obtenidas del mapa
del potencial electrostatico calculado por el método MM3.

Experimentalmente a -70°C se observaron ocho sefiales en lugar de las dos esperadas,
este fendbmeno puede deberse que a la temperatura de adquisicion del espectro pudo
detectarse la presencia de los cuatro principales conféormeros, lo que es consistente con

los obtenidos en el estudio tedrico.

6.8.1.1.15. Espectrometria de masas

En los espectros de masas para todas las amidas, 6-1—-6-8 se observo el ion molecular en
diferentes proporciones, pero en ningun caso el ion molecular correspondio al pico base
del espectro. Para las amidas 6-1-6-4, las derivadas de piperidina, fue muy importante el
fragmento M-1 por la pérdida de un hidrogeno alfa al nitrogeno (Esquema 6.11), la

abundancia de este pico fue de 69 a 100 %.
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@ ﬁ@»s o, [N /j@»s

M -1
R'=H, CH,; R>=H, Cl m/z:274 R'=H,R*=H
308 R'=CH, R*=H
288 R =H, R2 cl
322 R'=CH, R*=Cl

Esquema 6.11. [M-1]" de las amidas 6-1—-6-4.

En general, en todas las amidas la formacion del ion acilio fue uno de los fragmentos mas
importantes, en la mayoria de los casos, el pico base del espectro. Los iones de m/z 191y
225 correspondieron al ion acilio para los compuestos con H en la posicion 6 o con ClI
respectivamente, excepto para las amidas 6-2, 6-5a y 6-8 en la que la abundancia relativa

del ion acilio fue de 95, 93y 67% (Esquema 6.12).

+

N
N - _
1/{)%@)—3 CH, , X |h}>—s CH, + 'y z_J
H

R
H
L [M - 84, 98, 85, 6 99]* 84 u: R'=H, Z= CH
98 u: R'= CH,, Z= CH
m/z 275 R'= H, Z=CH, R, = H m/z: 191 R?*=H u 3

85 u: R'=H, Z=N

309 R'=H, Z= CH, R,=ClI 225 R*=ClI 1
99 u:R'=CH,, Z=N

289 R'= CH,, Z= CH, R,=H
323 R'= CH,, Z= CH, R,=CI
276 R'=H, Z=N, R,=H

310 R'=H, Z=N, R,=CI

290 R'=CH,, Z=N, R,=H
324 R'=CH,, Z=N,R,= CI

Esquema 6.12. Formacion del ion acilio para las carboxamidas 6-1-6-8.

Adicionalmente, las amidas 6-5a y 6-6, las derivadas de piperazina, mostraron una
pérdida de 68 unidades de masa originando los iones de m/z 208 y 242 con 100 y 96% de

abundancia, respectivamente (Esquema 6.13).

o) o)
()[ | N |1 N
N | )>—SCH, — HN /\/©I\>—SCH3 4+ CHN
_N 2 N 2 N
H R H R

H
M [M - 68]" 68 u
m/z 276 R?=H m/z: 208 R2=H
310 R2=Cl 242 R?=Cl

Esquema 6.13. Propuesta de fragmentacion en el EM para las amidas 6-5a y 6-6.
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Por otro lado las amidas 6-7 y 6-8, derivadas de 1-metilpiperazina mostraron los iones [M—
57] de m/z 233 y 267 (91 y 20 % de abundancia) resultado de la ruptura simétrica del
nacleo de piperazina; y el ion de m/z 70 (84 y 100% de abundancia) por la pérdida de 220

0 254 unidades de masa, ver Esquema 6.14.

i 0
a .
N H,e |
N a N N
\ H,C N
3 H HiC” R' N
H H
m"
m/z 290 R'=H l-H*HH*
324 R'=CI
I
) H,C
ab HoC Nk "{ X,
| H—scH; + N =CH,
. HsC
R N
H
o 220u R'=H [M - 220 6 254]"
. 254u R'=C miz : 70
HzC\N+ H N\
7/,
H,C” X | N>—SCH3 + CcHN
R H 57u
M-571*
m/z 233 R'=H
267 R'=CI

Esquema 6.14. Propuesta de frag