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RESUMEN
Los compuestos derivados del bencimidazol tienen un amplio uso en la terapéutica debido a sus
propiedades como antibacterianos, antifingicos, antitumorales, antiprotozoarios, antihelminticos,
antiulcerosos, entre otras.
En nuestro grupo de investigacion se han sintetizado y evaluado la actividad antiparasitaria de un
gran numero de moléculas derivadas del bencimidazol y en fechas recientes se han estudiado las
relaciones estructura actividad de estos compuestos empleando herramientas computacionales. Estas
nuevas metodologias permiten el disefio racional de nuevos derivados, asi como la generacion de
informacién respecto a las caracteristicas estructurales que éstos deben poseer para ser compuestos

activos.

En este trabajo se describe la sintesis de una serie carboxamidas bencimidazolicas tomando en cuenta
para su disefio la informacion recabada sobre los estudios de relacion estructura actividad previamente
realizados en el grupo. De manera complementaria se realizé un anélisis del panorama de actividad,

empleando herramientas quimioinformaticas. Esta tesis se presenta en tres partes.

La primera parte describe la obtencién de una serie de doce carboxamidas bencimidazédlicas asi como

su caracterizacion estructural mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos.

La segunda parte aborda los resultados de los ensayos in vitro contra los protozoarios Giardia
intestinalis, Entamoeba histolytica'y Trichomonas vaginalis a los cuales se sometieron los compuestos

de la serie.

La tercera parte del trabajo se enfoca en el estudio quimioinformatico que se realiz6 empleando una
base de compuestos derivados del bencimidazol previamente sintetizados en el grupo de investigacion
y una serie de carboxamidas bencimidazolicas que resultd de gran interés debido a su alta potencia
como antiprotozoarios. Se generaron mapas DAD y 2D-TAD en los cuales se localizaron compuestos
antiprotozoarios selectivos y de amplio espectro, lo cual es informacion importante para considerar en
el disefio de nuevos compuestos.

A manera de perspectiva del trabajo se propuso una serie de compuestos derivados del bencimidazol

para su posterior sintesis y evaluacion antiprotozoaria.
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1. INTRODUCCION
Las enfermedades parasitarias causadas por protozoarios y helmintos son en la actualidad uno de

los principales problemas médico-sociales en el mundo entero, afectando principalmente a los paises en
desarrollo, donde las servicios sanitarios basicos, la educacién y cultura higiénica son insuficientes,
favoreciendo su permanencia en estas regiones. Segun datos de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
mas de la mitad de la poblacién mundial se encuentra infectada con al menos un tipo de parasito. Entre las
enfermedades parasitarias con mayor incidencia se encuentran aquellas que poseen como agentes
etiologicos a los protozoarios Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis y Trichomonas vaginalis. A pesar de
que la tasa de mortalidad de las enfermedades parasitarias es baja, la morbilidad es alta, deteriorando la
calidad de vida de quienes las padecen.

Actualmente se han implementado diversas estrategias para el control de estas enfermedades; sin
embargo, la quimioterapia es una herramienta fundamental para el tratamiento de estos padecimientos. El
metronidazol, 2-(2-metil-5-nitro-1H-imidazol-1-il)etanol, es el farmaco de eleccion para el tratamiento de la
amebiosis, giardiosis y tricomoniosis desde hace ya mas de 40 afios, pero su uso se encuentra limitado
debido a los efectos secundarios indeseables que genera y la aparicion de cepas resistentes, por lo que
resulta imperativo el contar con nuevos agentes antiprotozoarios.

Dentro de nuestro grupo de investigacion se han disefiado y sintetizado diversos compuestos
derivados del bencimidazol con actividad antiprotozoaria, con lo que se ha conseguido integrar una amplia
biblioteca de compuestos, la cual ha sido objeto de diferentes estudios de relacion estructura-actividad. Estos
estudios han permitido deslumbrar algunos de los requerimientos estructurales que los derivados del
bencimidazol deben poseer para ejercer una buena actividad contra estos protozoarios.

En este trabajo se presentan la sintesis y evaluacién como antiprotozoarios de derivados del
bencimidazol, cuyo disefio se sustenta en estudios previos realizados dentro del grupo de investigacién, con
el objetivo de encontrar nuevos compuestos antiprotozoarios y enriquecer la biblioteca de compuestos.

De manera adicional se presenta un estudio de relacién estructura-actividad de una serie de doce
carboxamidas bencimidazdlicas previamente sintetizada y evaluada in vitro contra los protozoarios Giardia
intestinalis, Trichomonas vaginalis y Entamoeba histolytica la cual se compar6, utilizando metodologias
quimioinformaticas, con una base de 91 compuestos derivados del bencimidazol y adicionalmente con una

serie de compuestos hibridos nitazoxanida-N-metilbencimidazoles.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Enfermedades parasitarias

Las infecciones parasitarias continian siendo un problema de salud mundial que afecta principalmente a
los paises en desarrollo donde los servicios basicos sanitarios son insuficientes. Segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), mas de 3 mil millones de habitantes en el mundo estan infectados con al menos un parasito [1].
Entre las enfermedades parasitarias con mayor prevalencia se encuentran las causadas por protozoarios y
helmintos; estos padecimientos pueden adquirirse mediante el consumo de agua o alimentos contaminados, a
través de vectores o por contacto sexual [2].

Entre las enfermedades parasitarias causadas por protozoarios, con mayor recurrencia, se encuentran la
giardiosis, la amebiosis y la tricomoniosis, causadas por Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica y Trichomonas
vaginalis, respectivamente. De estas protozoosis la giardiosis y la amebiosis son causantes de diarreas y diversos
problemas gastrointestinales, la prevalencia de la giardiosis es del 10 por ciento en paises desarrollados y va del
20 al 30 por ciento en la poblacién que habita en paises en desarrollo [3]. En el caso de la amebiosis, se estima
anualmente 500 millones de personas infectadas y 100,000 defunciones causadas por este protozoario [4]. La
poblacion infantil es el sector mas afectado por ambas enfermedades causando un deterioro en su desarrollo fisico
e intelectual. La tricomoniosis es una enfermedad de transmisién sexual que afecta principalmente a mujeres,

causando inflamaci6n en el tracto genitourinario y se reportan 170 millones de casos anuales [5].

2.1.1. Entamoeba histolytica Schaudinn

Entamoeba histolytica es un protozooario de la orden Amoebida y familia Entamoebidae. Presenta dos
formas o fases en su desarrollo: la fase de quiste donde el parasito permanece latente o infectante, y la fase de
trofozoito que corresponde a la fase invasiva. Los quistes son de forma redonda u oval, miden entre 10-15 um de
didmetro con una pared retractil que posee quitina. En su interior contienen cuatro nucleos, glucogeno y cuerpos
cromatoides. Los trofozoitos son moviles, miden de 10-50 um de diametro, son altamente pleomérficos y se
reproducen por fision binaria [6]. La transmision de E. histolytica puede darse al ingerir agua o alimentos
contaminados con quistes del protozoario. Una vez que se ingiere el quiste maduro, éste desciende en el tubo
digestivo hasta el intestino, donde previo al contacto con jugos digestivos se inicia el proceso de
desenquistamiento, en el cual la pared de resistencia se reblandece. Los nucleos se duplican a ocho y finalmente
se liberan pequefias formas trofozoiticas llamadas amébulas metaquisticas, las cuales crecen a trofozoitos
maduros y se multiplican por fision binaria. El establecimiento o colonizacién de los trofozoitos se da en el intestino

grueso. De estos sitios, nuevamente el parasito es arrastrado con el transito intestinal, se desarrolla el
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enquistamiento y es expulsado con las heces en forma de quiste con lo cual se cierra el ciclo bioldgico cuando el

quiste se ingiere por otra persona [7-8] (Figura 1).

\
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Figura 1. (A) Ciclo biologico de E. histolytica, (B) Estadios morfolégicos de E. histolytica [9].

2.1.1.2. Sintomatologia y diagndstico

La amebiosis comprende una amplia gama de sintomas entre los cuales se encuentran el sindrome
disentérico, caracterizado por la presencia de heces mucoides con pequefios volumenes de sangre; la colitis
amebiana, que se caracteriza por ulceraciones de la mucosa del colon con abscesos; el amoeboma, que consiste
en la formacién de una masa fibrética en la pared intestinal; y la enfermedad invasiva, dando lugar a abscesos

amebianos en el cerebro, los pulmones o en el higado [10].

El diagnostico resulta dificil ya que E. histolytica es morfologicamente idéntica a otras especies no
patdgenas como E. dispary E. moshkovskii, por lo que la microscopia generalmente se considera insuficiente para
la diferenciacion de estas especies. Por lo tanto, un diagnéstico definitivo puede realizarse mediante pruebas

basadas en antigenos y biologia molecular [11].
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2.1.2. Giardia intestinalis Kunstler

Giardia intestinalis es un protozoario flagelado patdgeno perteneciente a la orden Diplomonadida y
familia Hexamitidae; presenta dos nucleos adyacentes en el mismo plano transversal, seis u ocho flagelos,
axonemas pareados y simetria bilateral. G. intestinalis presenta dos formas morfoldgicas en su ciclo
biologico: quiste o forma infectante y trofozoito (Figura 2). El quiste tiene forma ovoide y mide de 8 a 12 um
en su diametro mayor y 8 um como promedio en el menor. En este estadio el protozoario se encuentra
circundado por una pared quistica hialina que le confiere resistencia al medio ambiente. Estos quistes son
transmitidos al ser humano por ingesta de agua o comida contaminada, asi como por la ruta oral-fecal.
Después de la exposicién al medio acido del estdbmago, cada quiste ingerido libera dos trofozoitos en el
intestino delgado mediante un proceso conocido como exquistamiento. Los trofozoitos liberados invaden el
epitelio intestinal y se multiplican por divisién binaria en el lumen del intestino delgado, causando diarrea y
malabsorcion. Finalmente, cuando los trofozoitos llegan al colon se transforman en quistes para ser liberados

en las heces, permitiendo que se complete el ciclo de transmision al infectar a un nuevo hospedero [12-13].

A B

Trofozoito

Quiste

Flagelos Ndcleo

(Contaminacidn de agua, alimentos,
imanos/fomiles con quistes
infeclantes

Los trofazoitos también son
eliminados en heces fecales
pero no sobreviven en el
medio ambiente

A = Fomainfectante
A = Forma diagnistica

ventral
3“#& ! | Pared

hialina AR

Figura 2. (A) Ciclo biologico de G. intestinalis (A) Morfologia del quiste y el trofozoito de G.
intestinalis [14].
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2.1.2.1. Sintomatologia y diagndstico
Los sintomas de la giardiosis pueden ser variables, pero se presentan principalmente como diarrea
aguda o crénica asociada con dolor abdominal, nduseas, mala absorcién y pérdida de peso. En nifios puede
causar desnutricién, que puede conducir a un retraso del crecimiento y desarrollo de habilidades cognitivas.
Ha habido unos pocos informes que sugieren que la giardiosis puede ser un factor de riesgo para la
deficiencia de zinc en los nifios en edad escolar [12,15]. El diagnéstico se basa generalmente en la deteccion
microscopica de quistes o trofozoitos de G. intestinalis en una muestra de heces. Las heces se pueden
examinar, ya sea directamente mediante frotis frescos conservados en formol o en alcohol polivinilico y
tefiidos con yodo o hematoxilina. Varios ensayos de deteccion de antigeno estan disponibles incluyendo las
EIA, ELISA 'y pruebas de anticuerpos fluorescentes directos [16].

2.1.3. Trichomonas vaginalis Doné

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado perteneciente a la orden Tricomonanida y a la
familia Trichomonadidae. El trofozoito es la forma usual e infectante del parasito. No se han descrito formas
quisticas; sin embargo, en situaciones desfavorables puede interiorizar sus flagelos y adoptar una
configuracion de pseudoquiste. T. vaginalis mide de 7 a 23 um; puede presentar diferentes aspectos: en
cultivos in vitro se puede observar como ovoide o piriforme; por el contrario, tras la adherencia a las células
del epitelio genital tiende a adoptar una morfologia ameboide (Figura 3). El ser humano es el Unico
hospedero de T. vaginalis y su trasmision, por lo general, es por contacto sexual, aunque se ha demostrado
que también es posible mediante el uso de fomites y ropa interior, porque el parasito puede sobrevivir en la
orina durante tres horas y en el semen durante seis horas. El transporte del parasito entre las mucosas en el
acto sexual se hace mediante las secreciones de quienes participan en él, como el flujo vaginal, el liquido
preseminal y el semen. Una vez que el parasito invade la mucosa genital, tiene preferencia por localizarse,
en el caso de la mujer, en las glandulas de Bartholino y parauretrales y en sus secreciones, ademas de la
vagina y el cérvix. En el hombre coloniza principalmente el surco balano-prepucial, las glandulas prepuciales,
la uretra prostatica y las vesiculas seminales. Una vez que el trofozoito se encuentra en la mucosa, se
reproduce mediante fisién binaria longitudinal con un periodo de incubacion que oscila entre 4 y 28 dias, y
crece con la presencia de sales de hierro, como las que se encuentran en la sangre menstrual, y de la
glucosa, presente en el epitelio vaginal durante la edad fértil; ademas, como ya se dijo, lo favorece el pH

alcalino que genera tras colonizar el epitelio sano [17-18].
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Figura 3. (A) Ciclo bioldgico de T. vaginalis. (B) Trofozoito de T. vaginalis [19].

2.1.3.1. Sintomatologia y diagndstico

Las mujeres son mas propensas que los hombres a presentar sintomatologia por la infeccion con
este protozoario. En las infecciones por T. vaginalis se puede observar leucorrea abundante, espumosa,
fétida y de color amarillo verdoso. Las mujeres infectadas refieren prurito, dispareunia y disuria, que se
acentuan durante la menstruacion. Durante la infeccion el pH vaginal puede aumentar hasta 5,0. La
tricomoniosis estéd asociada a adenitis inguinal, piosalpingitis, endometritis, uretritis, vaginitis, cervicitis,
enfermedad inflamatoria pélvica (EPI) e infertilidad tubéarica. En las mujeres embarazadas, predispone a
entrar en trabajo de parto pretérmino y a bajo peso al nacer. Durante el parto, las mujeres infectadas pueden
transmitir el parasito verticalmente al recién nacido, produciéndole una infeccion genitourinaria 0 una
neumonia neonatal. Los varones tienden a sufrir una infeccién asintomatica y actian como reservorios de T.
vaginalis [20].

Lo que respecta al diagndstico, en el caso de la mujer, la muestra de eleccién para la busqueda del
parasito es el fluido vaginal, mientras que en el hombre lo es el semen, por su mayor sensibilidad. El método

més apropiado, debido a su sensibilidad (98%) y especificidad (100%), es el cultivo en los caldos de Roiron
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y de Diamond. La reaccién en cadena de polimerasa (PCR) ha dado resultados satisfactorios en secrecién
vaginal y orina, con altas sensibilidad y especificidad, pero es un método con grandes limitaciones debido a

su alto costo [21].

2.2. Tratamiento para las protozoosis

Las instituciones gubernamentales de cada pais han establecido estrategias dirigidas a la mejora de
los servicios sanitarios basicos, asi como la implementacion de campafias de salud para disminuir el nimero
de casos y ofrecer un diagnostico oportuno. A pesar de estos esfuerzos, la quimioterapia es la principal
herramienta para combatir las enfermedades parasitarias.

El metronidazol (MTZ) es el farmaco de eleccion para el tratamiento de las protozoosis; sin embargo,
presenta efectos adversos como cefalea, nduseas, vértigo, diarrea, sabor metalico e inclusive se tienen
reportes de actividad carcinogénica de esta sustancia, lo que ocasiona, en muchos de los casos, que el
paciente interrumpa el tratamiento. Esto ultimo ha propiciado la aparicion de cepas resistentes a este
farmaco, por lo cual se ha empleado a la nitazoxanida (NTZ) como nueva alternativa para el tratamiento
contra la amebiosis, la giardiosis y la tricomoniosis (Figura 4). Aunque actualmente se cuenta con esta opcién
de tratamiento, no sabemos con certeza la respuesta a éste en el futuro, por lo que es necesario contar con

nuevos farmacos [22-24].
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Figura 4. Principales farmacos antiprotozoarios.

2.3. Bencimidazoles como agentes antiprotozoarios

El nucleo del bencimidazol se considera una molécula privilegiada ya que se encuentra presente en
compuestos con diversas actividades biologicas, dando origen a un gran numero de productos con
propiedades antibacterianas, antivirales, antifingicas y antiparasitarias. El albendazol (ABZ) y mebendazol
(MBZ) son los principales agentes terapéuticos utilizados para el tratamiento de infecciones causadas por
helmintos (Figura 5). Estos dos compuestos pertenecen al grupo de los bencimidazol 2-carbamato (BzC)
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cuyo mecanismo de accién involucra la inhibicién de polimerizacidn de la tubulina ocasionando con ello la
pérdida de las funciones celulares, la disminucion de los niveles energéticos y la inmovilizacion y posterior
muerte del parasito [25-26].

Aunque se conocia muy bien la actividad antihelmintica del ABZ y el MBZ, fue hasta finales de los
afios ochenta cuando se evalué la actividad giardicida y tricomonicida de estos BzC. Motivados por los
resultados encontrados se sintetizaron y evaluaron nuevos derivados del bencimidazol como agentes

antiprotozoarios [27-29].
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Figura 5. Bencimidazoles utilizados para el tratamiento de la helmintiasis.

Dentro de nuestro grupo de investigacion se han sintetizado mas de 400 derivados del bencimidazol

con el proposito en encontrar los requerimientos basicos para optimizar su actividad antiprotozoaria.

2.3.1. Carboxamidas bencimidazdlicas: una nueva generacion de compuestos antiprotozoarios

Las carboxamidas bencimidazélicas son un grupo de compuestos con actividad antiprotozoaria de
gran interés debido a la basta informacion respecto a las relaciones estructura-actividad que ha generado a
través del tiempo. En nuestro grupo de investigacion se han sintetizado mas de 100 carboxamidas
bencimidazdlicas con sustituyentes alifaticos, fenilos y algunos heterociclos, cuyos rangos de actividad
antiprotozoaria van de muy buenos a pobres (Figura 6).

En el grupo A se encuentran las carboxamidas bencimidazélicas del tipo alifatico, presentan en la
posicion 1 del nucleo del bencimidazol un atomo de hidrégeno o un grupo metilo, en la posicién 2 poseen
sustituyentes como metiltio, trifluoro metilo y carbamato de metilo; ademas, en las posiciones 5 y 6 presentan
atomos de cloro e hidrogeno. La actividades giardicida y tricomonicida de los compuestos del grupo A fueron
de buenas a pobres (0.0181-7.079 uM, mediana 0.865 uM) (0.0288-8.13 uM, mediana 1.388 uM) [30-37].

El grupo B es el mas numeroso y contiene a las carboxamidas bencimidazolicas que presentan como
sustituyentes a distintos heterociclos. La posicion 1 del nucleo del bencimidazol esta sustituida por un atomo
de hidrégeno o un grupo metilo, en la posicidn 2 presentan sustituyentes como hidrégeno, metilo, metiltio,

9
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trifluoro metilo, y carbamato de metilo; ademéas poseen atomos de cloro e hidrégeno en las posiciones 5 y 6.
Estos compuestos mostraron actividades giardicidas que van de muy buenas a regulares (0.005-1.096 uM,
mediana 0.177 uM). Por otra parte se encontré buena actividad amebicida en la mayoria de los casos (0.001-
0.151 uM, mediana 0.033 uM) y actividades tricomonicidas que van de buenas a pobres (0.001-8.128 uM,

mediana 0.515 M) [38-49].

El grupo C es el menos numeroso y en él se encuentran las carboxamidas con sustituyentes del tipo
fenilo. La posicion 1 del nucleo del bencimidazol se encuentra sustituida por un atomo de hidrégeno y en la
posicion 2 por un grupo metiltio; las posiciones 5 y 6 estan sustituidas por un atomo de cloro. Se encontraron
valores de actividad giardicida que van de buenos a regulares, (0.072-1.122 uM, mediana 0.464 pM)
mientras que los valores de actividad amebicida de los compuestos de este grupo fueron buenos en la
mayoria de los casos (0.0269-0.1205 uM, mediana 0.050 uM). Por otra parte se encontré un amplio rango
de actividad tricomonicida que va de muy buenos a regulares (0.005-1.096 uM, mediana 0.177 uM) [50-51].
El grupo C contiene solo nueve compuestos, por lo que es necesario sintetizar y evaluar nuevas
carboxamidas bencimidazdlicas con las caracteristicas estructurales correspondientes a este grupo, con el

objetivo de generar mas informacion.

10
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Figura 6. Carboxamidas bencimidazélicas sintetizadas en el laboratorio L-122.

2.4. Diseio de farmacos

El desarrollo de farmacos cada vez mas seguros, adecuados, especificos y efectivos en el
tratamiento de enfermedades es un largo proceso que comienza con la identificacion del objetivo bioldgico,
es decir, conocer los aspectos bioquimicos y fisiopatoldgicos involucrados con un padecimiento; y con esto
elegir blancos terapéuticos a los que el disefio de algun farmaco sea dirigido. Luego es necesario encontrar
al denominado "compuesto lider", es decir, compuesto prototipo que tiene la actividad biolégica o

farmacol6gica deseada (inhibicién enzimatica/bloqueo receptor) pero que puede presentar también ciertas
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caracteristicas contraproducentes: alta toxicidad, insolubilidad, inestabilidad, dificil proceso de obtencion, etc.
El compuesto lider puede optimizarse a través de modificaciones en la estructura quimica que eliminen esas
caracteristicas indeseables, lo que permite la obtencion del "compuesto candidato" que es aquel

seleccionado para ser sometido a las pruebas preclinicas [52]. (Figura 7).

Seleccion del ™\ Desarrollo
blanco b UntinEacion pre-clinico

Investigacién basica

Figura 7. Etapas necesarias para la obtencion del compuesto candidato.

Para las etapas de descubrimiento del lider y su optimizacion es necesaria una interrelacion
constante con los bidlogos que realizan los ensayos de actividad biologica. Ellos son los que determinan la
actividad biolégica de los compuestos para hallar el compuesto lider. Esta es la etapa puede durar entre 12
y 15 afios. Las pruebas in vivo se clasifican en distintas fases, las fases preclinicas, pruebas en animales
donde principalmente se estudia la toxicidad, las pruebas clinicas | pequefio grupo de voluntarios sanos,
especialmente para determinar efectos secundarios, dosis, farmacocinética (ADME: absorcién, distribucion,
metabolismo, eliminacion), Il, pequefio grupo de pacientes, obviamente para determinar la efectividad, Il
donde se trata un mayor nimero de pacientes donde se satisfacen los requerimientos de eficacia y seguridad
de los organismos reguladores. Incluso hay una fase IV de control que se realiza cuando el farmaco ya esta

en el mercado [53].

2.4.1. Modificacion molecular como estrategia en el disefio de farmacos

Este método se conoce como variacion estructural y es practicamente indispensable en el disefio y
desarrollo de un nuevo farmaco. Pueden considerarse tres tipos de estrategias a la hora de manipular la
estructura de un cabeza de serie, consistentes en:

o Simplificacién del modelo. Esta estrategia consiste en disefiar compuestos que contengan

aisladamente los fragmentos responsables de la actividad biologica estudiada. Es necesario aclarar
que las partes responsables de la actividad no tienen necesariamente que encontrarse unidas entre
si sino que pueden estar separadas por una serie de atomos que no forman parte decisiva en la
interaccion con el receptor. En estos estudios se necesita de un verdadero conocimiento de la

estructura tridimensional y del comportamiento conformacional del compuesto [54-59)].
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e Asociacion molecular. Consiste en la unién de dos estructuras con una determinada actividad con la

esperanza de potenciarla. Tradicionalmente se ha distinguido entre adicion molecular definida como
la asociacion de moléculas diferentes por interacciones débiles, replicacién molecular o unién
covalente de unidades idénticas e hibridacion molecular en la que se asocian covalentemente dos o

mas unidades distintas [54-55].

e Replicacion moduladora. Consiste en la sustitucion de determinados grupos de la estructura modelo.

Es la metodologia méas frecuente. Comprende isomerizacion, homologia, alquilacion, ramificacién,
desalquilacién, saturacion, insaturacion, cambio en la posicidon de la insaturacion, desplazamiento
de una funcion, introduccion, sustitucion o eliminacion de heteroatomos, introduccion de sistemas

ciclicos, contraccion o expansion de ciclos, etc. [54-55].

2.4.2. Diseiio de farmacos asistido por computadora (DiFAC)

El disefio de farmacos asistido por computadora consiste en aplicar algun procedimiento realizado
por una computadora para relacionar la actividad de un compuesto con su estructura [56]. Los objetivos
principales del DIFAC son tres: descubrir moléculas activas, optimizar moléculas activas ya conocidas y
seleccionar, de un grupo dado de estructuras, a los candidatos que tengan mayor o menor probabilidad de
convertirse en farmacos exitosos [57]. Los procedimientos computacionales utilizados deben estar integrados
con pruebas experimentales, usualmente por medio de varios ciclos de optimizacién. Si bien es cierto que el
procesamiento de datos puede ser, en general, rapido, la elecciéon de métodos y el analisis e interpretacion
de datos son laboriosos. Al igual que las pruebas experimentales, las metodologias computacionales deben
validarse para encontrar los parametros dptimos que den resultados confiables [57-58].

El DIFAC puede enfocarse en distintas lineas de investigacion haciendo uso de diversos conceptos

y metodologias como se muestra en la Figura 8. Todo ello depende de los objetivos especificos de cada

proyecto en particular.
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Figura 8. Principales aplicaciones del DIFAC.

2.4.3. Analisis del panaroma de actividad (activity landscape) como herramienta computacional para
el disefio de farmacos

El estudio de las relaciones estructura-actividad (SAR, Structure Activity Relationships) es una de
las principales herramientas para el disefio de farmacos utilizadas en la actualidad. Desde hace tiempo, los
métodos de relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR) son los mas empleados para el andlisis de
quimiotecas; sin embargo, estas técnicas requieren de un nimero reducido de datos para obtener modelos
robustos. Por este motivo, el modelado del panorama de actividad resulta una herramienta atil y novedosa
que permite analizar el SAR de las quimiotecas compuestas por cientos de moléculas [59].

El panorama de actividad (activity landscape) se define como una superficie que representa el
espacio quimico de una serie de compuestos en relacion con su actividad bioldgica. En éste, los compuestos
con mayor similitud estructural se localizan en regiones cercanas del espacio, mientras que los compuestos
diferentes se encuentran en regiones mas alejadas. (Figura 9). El SAR continuo se representa por pequefias
colinas, lo que indica que pequefios cambios estructurales producen pequefios cambios en la actividad

bioldgica. Por el contrario, el SAR discontinuo presenta un panorama mas accidentado debido a que las
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actividad

pequefias modificaciones estructurales generan grandes cambios en la actividad bioldgica. Sin embargo, el
comportamiento de las bases de datos suele presentar una combinaciéon de ambos panoramas de actividad,
alo que se le denomina un SAR heterogéneo [59-61].

SAR continuo SAR discontinuo SAR heterogéneo
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Figura 9. Representacion esquematica de los diferentes tipos de SARs [58-61].

Para la caracterizacién del panorama de actividad se emplean herramientas de visualizacién como
los mapas de similitud estructura-actividad (SAS, Structure-Activity Similarity), los cuales se construyen
graficando, por cada par de compuestos, la similitud en estructura en el eje X contra la similitud en actividad
en el eje Y [62]. En estos mapas se pueden distinguir cuatro regiones (I-1V) (Figura 10). Los puntos que caen
sobre la region | corresponden a pares de moléculas con alta similitud en actividad y baja similitud estructural
y por lo tanto pueden ser asociados con cambios del nucleo base o cambios grandes en cadenas laterales.
Los puntos en la regién Il se refieren a moléculas con alta similitud estructural y en actividad, y pueden ser
asociados con un comportamiento continuo en las relaciones estructura-actividad. La region 1l corresponde
a pares de moléculas con baja similitud estructural y en actividad; esta region se considera poco informativa.
La region IV contiene pares de moléculas con alta similitud estructural y baja similitud en actividad y se

asocian con relaciones estructura actividad discontinuas y la presencia de activity cliffs [63-65].
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Figura 10. Formas esquematicas de un mapa SAS dividido en cuatro regiones y un mapa DAD.

Ademas del mapa SAS se han desarrollado mapas de diferencia de actividad dual (DAD) y triple
(TAD) que permiten evaluar las comparaciones pareadas con la actividad contra dos y tres blancos,
respectivamente [66-67]. Con estas representaciones se han realizado varios estudios en los que se evalua
de manera sistematica a los diferentes tipos de SARs, y en los cuales se han empleado los siguientes
conceptos:
o Activity cliff. Par de moléculas que presentan una alta similitud estructural pero difieren en la potencia
de la actividad biolégica (SAR discontinuo) [68].
o Activity cliff generators. Estructura quimica con alta probabilidad de generar activity cliffs con
moléculas probadas en el mismo ensayo bioldgico [69].
e R-cliff. Son activity cliffs dentro de una serie de derivados moleculares cuya diferencia estructural se
encuentra en los sustituyentes [70].
e Scaffold hop: Par de moléculas con diferente estructura base (scaffold) que presentan la misma
actividad bioldgica [70].
e Side-chain hop. Par de derivados moleculares que difieren en la estructura de uno de los
sustituyentes y presentan la misma actividad bioldgica [67].
o Selectivity switch. Par de compuestos con modificaciones estructurales pequefias que invierten

drasticamente el patron de selectividad para dos blancos [71].

En nuestro grupo de investigacion se han empleado estas herramientas quimioinformaticas para
estudiar el SAR de diferentes bases de datos [67, 68,72]. Dentro de los trabajos realizados por el Dr. Jaime

Pérez Villanueva se encuentran los estudios realizados con 32 y 55 moléculas publicadas de la base de
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datos de derivados del bencimidazol. Los resultados de estos estudios permitieron encontrar relaciones entre
la actividad tricomonicida y giardicida para varios derivados del bencimidazol, asi como también se
identificaron algunas de las caracteristicas estructurales mas importantes para que los compuestos sean
potentes contra ambos protozoarios [72]. La informacién generada es una base importante para realizar

nuevos estudios con la biblioteca de compuestos completa.

2.5. Consideraciones para el disefio

Recientemente el Dr. Pérez-Villanueva report6 el disefio, sintesis y actividad antiprotozoaria de
nuevos derivados del bencimidazol [71]. El disefio de estos compuestos es el resultado de diversos estudios
SAR, QSAR e informacién obtenida de modelos CoMFA y CoMSIA. Las conclusiones de los estudios de

relacion estructura-actividad se resumen en la Figura 11.

Los sustituyentes largos con aceptores de
puentes de hidrogeno en los extremos son
favorables para la actividad contra G.

3
Los sustituyentes en la ] s N
posicion 6 aumentan la | N\ 2
actividad contra G.

intestinalis y T. vaginalis 6 N 1 intestinalis y T. vaginalis.

mientras que en la posiciér; 7 H Las cargas positivas parciales sobre el
5 favorecen la actividad v » carbono de la posicion 2 favorecen la
contra E. histolytica La sustitucién con actividad contra £. histolytica

hidrogeno en la
posicién 1 favorece
la actividad contra
T. vaginalis
Figura 11. Relaciones estructura actividad para bencimidazoles con actividad contra los

protozooarios E. histolytica, G. intestinalis y T. vaginalis.
De los resultados obtenidos, el Dr. Pérez-Villanueva propuso la sintesis de derivados del

bencimidazol cuyo disefio se bas6 tomando en cuenta dos compuestos muy activos y combina un anillo

aromatico en la posicion 2 con un aceptor de puente de hidrogeno (Figura 12).
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Figura 12. Consideraciones para el disefio de los compuestos sintetizados por el Dr. Pérez-Villanueva.

En presente trabajo de tesis se propuso enriquecer la base de derivados del bencimidazol, en
especifico el grupo C de las carboxamidas bencimidazélicas. Como se mencion6 en apartados anteriores,
este grupo es el que cuenta con menor nimero de compuestos, por lo que se requiere obtener mas
informacién para optimizar las estructuras lideres. El grupo C de las carboxamidas bencimidazoélicas posee
pocas variaciones en los sustituyentes de la posicién 2 del nucleo del bencimidazol, por lo que se planted
sintetizar una serie de carboxamidas bencimidazolicas que presenten sustituyentes mercapto, metiltio y etil-

sulfanil-imidazol en la posicién 2 (Figura 13).

/N
: <
H 2, N
cr | _/
CH, rR® NH | N\: | s
2
] R & N SH

\ SCH,
CH,

Serie LFC

Figura 13. Serie de carboxamidas bencimidazélicas disefiadas para su sintesis.
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3. JUSTIFICACION

Tomando en cuenta la problematica actual de las enfermedades parasitarias producidas por

protozoarios, aunado a que la principal estrategia para el tratamiento de estos padecimientos es la

quimioterapia, es necesario contribuir con el disefio y sintesis de nuevas moléculas bioactivas. En este

trabajo se emplean principios de quimica farmacéutica como la asociacion molécular y herramientas

computacionales para el disefio racional de derivados del bencimidazol con accién antiprotozoaria.

4. HIPOTESIS

Con la informacion generada en el grupo de investigacion y tomando en cuenta los estudios de

relacion-actividad de derivados del bencimidazol, se sintetizaran compuestos con actividad

antiprotozoaria. Haciendo uso de herramientas computacionales sera posible establecer requerimientos

estructurales necesarios para optimizar los compuestos antiprotozoarios derivados del bencimidazol

sintetizados en este trabajo.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Sintetizar una serie de carboxamidas bencimidazolicas con actividad antiprotozoaria disefiadas

a partir del andlisis de los estudios de relacion estructura-actividad realizados previamente en el grupo

de investigacion.

5.2. Objetivos particulares

Establecer una ruta de sintesis adecuada para obtener la serie de carboxamidas
bencimidazdlicas planteada.

Caracterizar las moléculas sintetizadas empleando métodos espectroscdpicos v
espectrométricos.

Evaluar la actividad in vitro mediante el método de subcultivos sobre G. intestinalis, E. histolytica
y T. vaginalis

Analizar las relaciones estructura-actividad de la quimioteca del Laboratorio 122 aplicando
técnicas de quimioinformatica

A partir de los resultados obtenidos, proponer una nueva serie de compuestos a manera de

perspectiva de este trabajo.
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6. METODOLOGIA

Para una mejor comprension de las actividades llevadas a cabo en este trabajo, esta parte se dividid
en tres secciones. En la primera, la parte quimica, se describe la metodologia sintética realizada para la
obtencién de la serie de doce carboxamidas bencimidazélicas (LFC). En la segunda, la parte biologica, se
presenta la descripcion de los ensayos de actividad bioldgica a la que se sometieron las doce carboxamidas
anteriores. Finalmente en la tercera parte se describe el analisis de las relaciones estructura-actividad de los
derivados del bencimidazol sintetizados por el grupo de investigacion, dicho estudio se realiz6 empleando
herramientas computacionales.
6.1. Rutas de sintesis planteadas para la obtencion de la carboxamidas bencimidazélicas (LFC)

El desarrollo experimental para la sintesis de las carboxamidas bencimidazélicas se dividié en tres

secciones.

a) Sintesis de las 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxamidas (LFC1a-4a)

Para la obtencién de las carboxamidas LFC1a-4a se siguio la ruta sintética que se muestra en el
Esquema 1. Se partio del acido 2-cloro-4-nitrobenzoico (1), disponible comercialmente, el cual se esterifico
con sulfato de dimetilo en medio basico para dar el 2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2). La reduccion
catalitica con Hoz/Ni-Raney de (2) llevd a la obtencion del 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3). Este
compuesto se tratd inmediatamente con anhidrido acético para obtener al compuesto 4-acetamido-2-
clorobenzoato de metilo (4).

Posteriormente se realizé la nitracion de (4) con mezcla sulfonitrica a 5 °C y se obtuvo el 4-
(acetilamino)-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5). La N-metilacion con sulfato de dimetilo en medio basico
de (5) resultd en la obtencion de 4-[acetil(metil)amino]-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6), que por reaccion
de hidrdlisis en medio acido con H2SO4/MeOH llevé al 2-cloro-4-(metilamino)-5-nitrobenzoato de metilo (7).
Una vez obtenido (7) se llevo a cabo la reduccion del grupo nitro con Hzo/Ni-Raney y se obtuvo el 5-amino-2-
cloro-4-(metilamino)-benzoato de metilo (8) el cual se traté de inmediato con disulfuro de carbono (CS.) para
formar 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (9) al cual se le realizé una
hidrélisis basica con NaOH y calentamiento con lo que se obtuvo el acido 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-
1H-bencimidazol-5-carboxilico (10). Posteriormente, este acido carboxilico se activd utilizando el agente
acoplante anhidrido propil fosfénico (T3P®) para la formacién de las amidas correspondientes usando

trietilamina como base y la anilina correspondiente.
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Esquema 1. Secuencia de sintesis para la obtencion de la serie de derivados del bencimidazol
6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC1a-4a)

HOOC, : . HscooC ,  HscOOC. : . HscooC :
cl NO, CI: :2 “NO, 7N NH, cl NHCOCH;
1

H;CO0C NH, b H,CO0C NO, . H,CO0C NO, H,COOC NO,
(&
LS S (A > QS 5
c \H cl NH cl NCOCH; cl NHCOCH,
8  CH, 7 CH, 6  CH, 5

9
LFC1a LFC3a CH3
al
0

@L i KEL .
NH _ cl NH N
| )=s | =

cl N cl N

CHs CH

LFC2a LFC4a

Reactivos y condiciones: (a) (CH,),SO,, NaHCO,, (CH,),CO; (b) H,, Ni-Raney, MeOH; (c) Ac,0; (d) HNO,/H,SO,
0-5 °C; (e) (CH,),SO,, NaOH, diglima; (f) H,SO,/MeOH; (g) CS,, EtOH, H,0, KOH, 60 °C; (h) KOH, MeOH; (i)
T3P (Anhidrido propil fosfonico), AcOEt, T.A., Ar-NH,

b) Sintesis de la serie 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC1b-4b)

Para la sintesis de esta serie de carboxamidas se siguié la ruta planteada en el Esquema 2. Se
parti6 del compuesto 9 sintetizado previamente, el cual se tratd con yoduro de metilo en condiciones alcalinas
para obtener el 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (12), este intermediario
se tratd con hidréxido de potasio hidrolizando su grupo éster lo que resulté en el compuesto acido 6-cloro-1-
metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (13). EI compuesto obtenido se traté con cloruro de tionilo en
exceso, obteniendo de esta manera, y sin aislamiento, el cloruro de 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-
bencimidazol-6-carbonilo. El posterior tratamiento del cloruro de &cido, en el mismo matraz de reaccion, con

la anilina correspondiente permitié obtener a los compuestos de la serie LFC1b-4b.

21

2]



METODOLOGIA

Esquema 2. Secuencia de sintesis para la obtencion de la serie de derivados del bencimidazol
6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC1b-4b)

H
H3CO0C N H3COO0C. N , Hooc N
i GRS G
cl N cl N cl N

9 CHs 12 CH, 13 CH,

l :
cl cl
QL ol QL oW
N N N N
NH NH NH Cl NH
lﬁ N—scH; lﬁ N—scH, &y lﬁ N—scH, lﬁ N—scH,
cl N cl N 5 a N cl N
CHs CHj CHj CH,

LFC1b LFC2b LFC3b LFC4b

Reactivos y condiciones: (a) CH,l, KOH, (CH,),CO; (b) KOH, MeOH; (c) 1) SOCL,, CH,CN, 2) NEt,, Ar-NH,

c) Sintesis de las 6-cloro-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1H-bencimidazol-5
carboxamidas (LFC1-4)

Para la obtencion de las carboxamidas LFC1-4 se siguio la ruta sintética que se muestra en el
Esquema 3

Esquema 3. Secuencia de sintesis para la obtencion de la serie de derivados del bencimidazol
6-cloro-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1 H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC1-4)

cl
T d
NH N\

3
R
O0d
2 N PN LFc2 CHj
R NH
R N
cl \

\—/
LFC1a-4a CHj L @\ Q
N
NH AR
s N
CH, l N>_ )
LFC 1a: R'= R H R%=Cl c I N
: LFcs CH,
LFC 2a: R'= R?= R%=H
LFC 3a: R'= CH,R?*=R*=H cl o
LFC 4a: R'=H R?=R%=CI N
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s N
| N>— ;
cl \ N
Lrca CHs
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Se utilizaron como precursores sintéticos a los compuestos de la serie LFC1a-4a, los cuales se hicieron

reaccionar con 1-(2-cloroetil)-1H-imidazol (11) mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica para dar los

compuestos deseados.

Por otra parte se sintetizd el intermediario 1-(2-cloroetil)-1H-imidazol (11) empleando una reaccién
de sustitucion nucleofilica entre el imidazol con 1,2-dicloroetano en medio basico utilizando bromuro de

tetrabutilamonio como catalizador de transferencia de fases (Esquema 4).

Esquema 4. Sintesis del 1-(2-cloroetil)-1H-imidazol (11)

a N
+ 0\ KorKeo, N7 N ¢

But,NBr, 50 °C —

N/\NH

11

6.2. Evaluacion antiprotozoaria de las carboxamidas bencimidazdlicas
Para la evaluacién de la actividad antiprotozoaria se emple6 el método de subcultivos, previamente

estandarizado.

6.2.1. Protozoarios

Las cepas de los microorganismos utilizados en los ensayos fueron Entamoeba histolytica cepa
HM1-IMSS, Giardia intestinalis cepa IMSS: 0989 y Trichomonas vaginalis cepa GT15. E. histolytica 'y T.
vaginalis se mantuvieron en el medio de cultivo TYI-S-33, suplementado con 10% de suero bovino y el
protozoario G. intestinalis fue cultivado en el medio TYI-S-33 modificado, complementado con suero de
ternera al 10% (Tabla 1). Las cepas fueron mantenidas en condiciones axénicas y para realizar los ensayos

se emplearon en la fase logaritmica de crecimiento.
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Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo utilizados en las pruebas de suceptibilidad in vitro [73]
Medio de cultivo TYI-S-33* para E. histolyticay T. Medio de cultivo TYI-S-33** modificado para G.

vaginalis intestinalis
1.0 g Fosfato de potasio dibasico 1.0 g Fosfato de potasio dibasico
0.6 g Fosfato de potasio monobasico 0.6 g Fosfato de potasio monobasico
2.0 g Cloruro de sodio 2.0 g Cloruro de sodio
20.0 g Peptona de caseina 20.0 g Peptona de caseina
10.0 g Extracto de levadura 10.0 g Extracto de levadura
10.0 g Glucosa 10.0 g Glucosa
1.0 g L-Cisteina 2.0 g L-Cisteina
0.2 g Acido ascorbico 0.2 g Acido ascdrbico
1.0 ml de Citrato férrico de amonio (28.2 mg/mL) 1.0 ml de Citrato férrico de amonio (28.2 mg/mL)

*Cantidades calculadas para un volumen final de 880 mL. pH= 6.8 (utilizar NaOH 1N).
**Cantidades calculadas para un volumen final de 880 mL. pH=7.0-7.1 (Utilizar NaOH 1N).

6.2.3. Ensayo de suceptibilidad in vitro

Las pruebas in vitro contra E. histolytica, G. intestinalis y T. vaginalis se llevaron a cabo utilizando un
método descrito previamente [74]. Se prepard un stock de cada compuesto a concentracién de 10 mg/mL
utilizando DMSO vy a partir de éstos se realizaron diluciones a concentraciones 0.005, 0.010, 0.050. 0.100,
0.500 ug/mL utilizando el medio de cultivo correspondiente para cada protozoario. Se utilizaron como
compuestos de referencia ABZ, MTZ y NTZ, para el control negativo se emplearon trofozoitos en medio libre
de farmaco empleando DMSO. A cada tubo de concentracién distinta del compuesto a probar se inocularon
6 x 108 trofozoitos de E. histolytica y T. vaginalis, para el caso de G. intestinalis se inocularon 5 x 10
trofozoitos. Los tubos se incubaron a 37 °C durante 48 horas. Pasado este tiempo se tomaron 50 L de cada
tubo, se agregaron a tubos con 950 yL de medio fresco y se incubaron nuevamente a las mismas
condiciones.

Finalmente los protozoarios se contaron utilizando una cdmara de Neubauer y se determind el
porcentaje de inhibicion del crecimiento de trofozoitos comparado con los tubos control. El porcentaje de
inhibicion calculado se transformé en unidades probit, las cuales se graficaron contra las concentraciones en
unidades logaritmicas; la mejor linea recta se determin6 por analisis de regresion lineal y se calcularon los
valores concentracion inhibitoria 50% (Clso). Los experimentos se realizaron por duplicado y se repitieron al

menos tres veces
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6.3. Analisis del panorama de actividad (activity landscape) giardicida, amebicida y tricomonicida de
derivados del bencimidazol

Se realiz6 un anélisis del panorama de la actividad antiprotozoaria de una serie de carboxamidas
bencimidazdlicas recientemente sintetizadas, cuyos valores de actividad antiprozoaria resultaron muy
buenos en la mayoria de los casos, una base de 91 compuestos derivados del bencimidazol y una serie de
hibridos nitazoxanida-N-metilbencimidazoles. Este estudio se enfocd en la identificacion de compuestos
selectivos.
6.3.1. Base de datos

Para este analisis quimioinformatico se compar6 una serie de 12 carboxamidas bencimidazélicas
con actividades contra los tres protozoarios (Figura 14 y Tabla 2) con una base de 91 compuestos derivados
del bencimidazol con actividades contra G. intestinalis y T. vaginalis y de manera adicional con una serie de
13 hibridos nitazoxanida-N-metilbencimidazoles con actividad contra los tres protozooarios de interés. Todos
los compuestos se evaluaron bajo las mismas condiciones en el laboratorio de parasitologia de la Unidad de
Investigacién Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias, perteneciente al Hospital de Pediatria en
el Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS bajo la direccién de la Dra. Lilidn Yépez-Mulia. Los valores de
actividad en pClso (-log Clso), la estructura quimica y la referencia bibliografica de los compuestos se reportan

en el Apéndice A.

(0]
2
R N
NH
| \>7$\
o N CH,
\ 4
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Rl 2 = piridin-2-i
1: R1 = CH, R2 = piridin-2-il 7: R'=H R2 = piridin-2-il
2: R1 = CH, R2= 6-metilpiridin-2-il 8: R'=H R? = 6-metilpiridin-2-il
3: R' = CH, R* = 6-cloropiridin-2-il 9: R'=H R2 = 6-cloropiridin-2-il

4:R' = CH, R?= 5-nitropiridin-2-il
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Figura 14. Serie de carboxamidas bencimidazdlicas utilizadas en el estudio SAR.
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Tabla 2. Actividad antiprotozoaria de las carboxamidas bencimidazolicas utilizadas en el estudio

SAR
Compuesto G. intestinalis Clso (uM) T. vaginalis Cls (M) E. histolytica Clsy (uM)

1 0.3455 + 0.0170 0.0120 + 0.0050 0.0345 + 0.0021
2 0.0158 + 0.0020 0.0288 + 0.0041 0.0418 + 0.0061
3 0.0122 + 0.0058 0.3676 + 0.0019 0.0408 + 0.0039
4 0.0079 + 0.0037 0.0410 £ 0.0019 0.0092 + 0.0019
5 0.0566 + 0.0012 0.0283 + 0.0019 0.0485 + 0.0038
6 0.0292 + 0.0018 0.0132 £ 0.0018 0.0266 + 0.0018
7 0.0770 + 0.0019 0.0676 + 0.0019 0.0440 + 0.0012
8 0.1353 + 0.0026 0.1114 £ 0.0019 0.0813 + 0.0011
9 0.4545 + 0.0018 0.1278 + 0.0022 0.0369 + 0.0022
10 0.0725 + 0.0019 0.1199 + 0.0028 0.0520 + 0.0033
1 0.2501 £ 0.0013 0.5153 + 0.0034 0.1205 + 0.0024
12 1.1100 £ 0.0014 0.1620 + 0.0018 0.0510 + 0.0014

ABZ 0.0370 + 0.0030 1.5905 + 0.0113 56.5334 + 18.8445

mMTZ 1.2260 + 0.1250 0.2360 + 0.0160 0.3798 + 0.1461

6.3.2. Analisis del panorama de actividad (activity landscape)

Se evalué el panorama de actividad antiprotozoaria de la serie de 12 carboxamidas bencimidazolicas
comparandola con la base de 104 compuestos del bencimidazol, para ello se gener6 un mapa DAD
graficando la diferencia de actividad contra G. intestinalis contra la diferencia de actividad contra T. vaginalis.
Por otra parte se generd un mapa TAD comparando la serie de 12 carboxamidas bencimidazélicas con la
serie de hibridos nitazoxanida-N-metilbencimidazoles graficando las diferencias de actividad contra G.
intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis. Todos los mapas se construyeron con el programa Tableau Public
v8.1[75].
6.3.2.1. Similitud estructural

Para cada molécula se calcularon las siguientes representaciones moleculares implementadas en el
programa en Molecular Operating Environment (MOE), (Montreal, Canada) [76]: Molecular Access System
(MACCS) keys (166-bits); pharmacophore atom triangle (piDAPH3); y typed graph distance (TGD). Para
estas representaciones se utilizd la conformacion de minima energia calculada con el campo de fuerza MMFF

implementado en el médulo LigPrep 2.8 [77] del programa Maestro 9.6 de Schrddinger [78].
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Se empled el coeficiente de Tanimoto para calcular la similitud entre los compuestos [79-80].

6.3.3. Mapa DAD
El mapa se construy6 al graficar las diferencias pareadas de actividad en pClso de G. intestinalis
contra T. vaginalis (6670 pares). La diferencia de actividad (ApClso ) se calculd como la diferencia de actividad

que existe entre cada par de moléculas, como se muestra en la siguiente expresion:

ApClso (P)ij = pClso (P)i— pClso (P);

Donde pClso (P)iy pClso (P); son las actividades de la i-ésima y j-ésima molécula contra uno de los
parasitos (P). Los mapas se dividieron en cinco regiones (Z1-Z5) utilizando como limite una unidad
logaritmica (-1 < ApClsp < 1) en ambos ejes del mapa. Cabe sefialar que ApClso puede tener valores positivos
0 negativos que proporcionan informacion sobre la direccionalidad de la SAR. Los mapas DAD son capaces
de diferenciar pares de moléculas donde el cambio estructural aumenta la actividad para un parasito pero
disminuye la actividad para el otro.

6.3.4. Mapa TAD-2D

Este mapa se construyé graficando la diferencia de actividad de G. intestinalis en el eje Y, la
diferencia de actividad de T. vaginalis en el eje X y se emple6 un cddigo de colores para representar la
diferencia de actividad de E. histolytica obteniendo un total de 2211 puntos graficados.

Posteriormente se removieron del mapa los puntos que representaron pares de compuestos con
menos de una unidad logaritmica en la diferencia de actividad de E. histolytica con el objetivo de identificar
solamente a los pares de compuestos mas relevantes (498 pares). Finalmente se refind aun méas el mapa
retirando los pares de compuestos que tuvieran mas de dos cambios en los sustituyentes del nucleo del

bencimidazol, resultando en 74 pares graficados en el mapa.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Obtencion de la serie de carboxamidas bencimidazodlicas (LFC)

7.1.1. Sintesis de los intermediarios 2-10 y 12-13
Los intermediarios se obtuvieron como solidos puros con puntos de fusidn definidos. En su mayoria
se caracterizaron mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas. En la Tabla 3 se muestran los

rendimientos y constantes fisicas de los intermediarios.

Tabla 3. Rendimientos y constantes fisicas de los intermediarios 2-10 y 12

Compuesto Rendimiento  Disolvente utilizado Punto de Rf
(%) para recristalizacion ~ fusiéon (°C) (Sistema)
2-cloro-4-nitrobenzoato de 99 Metanol 76.0-76.5 0.63 (1)
metilo
H,CO0C
CI: ; “NO,
4-amino-2-clorobenzoato de 95 Metanol/Agua 108.5-109.5  0.50 (1)
metilo
H,COOC
CI: ; “NH,
4-(acetilamino)-2-clorobenzoato 92 Tolueno 114.8-1154  0.38(l)
de metilo
H3COOC©\
Cl NHCOCH,
4
4-(acetilamino)-2-cloro-5 83 Metanol 141.9-142.7  0.72(])

nitrobenzoato de metilo

cl NHCOCH,
5

4-[acetil(metil)amino]-2-cloro-5- 89 Etanol 107.3-108.1 0.64 (1)
nitrobenzoato de metilo

HscoocmNoz
cl NCOCH,
6 |

CH4
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Compuesto Rendimiento  Disolvente para Punto de _Ri
recristalizacion fusion (Sistema)

2-cloro-4-(metilamino)-5-
nitrobenzoato de metilo

HSCOOCD[NOZ 92 MeOH 191.1-1925  0.73(l)
Cl NH

7 |CH3
5-amino-2-cloro-4-
(metilamino)benzoato de metilo

H3COOCJ@NH2 78 Nd* Nd* 0.48 (l)
cl NH

8 CH,
6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-
1H-bencimidazol-5-carboxilato de
metilo

H
H,CO0C N 64 MeOH/DMF 237.6-238.9  0.53 (Il
=
cl il
g CHs

Acido-6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-
dihidro-1H-bencimidazol-5-
carboxilico

H
HoOC N
L=
cl N
10

|
CHj

86 MeOH/DMF 308.5-309.1  0.20 (I1)

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

H5CO0C N 88 EtOH 115.8-117.1  0.71(ll)
@t
| I

C
12 CHj

Acido-6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-
1H-bencimidazol-5-carboxilico

HOOC N
]@\%SCHS 94 MeOH 301.3-303.2  0.38(lll)
| \

C
13 CHg

Sistema (1) Cloroformo/Metanol 95:5; Sistema (Ill) Cloroformo/Metanol 85:15. Nd* No determinado
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Los intermediarios 2-10 y 12-13 se obtuvieron con rendimientos aceptables. La secuencia sintética
comenz6 con la esterificacion del acido 2-cloro-nitrobenzoico, mediante una reaccion de sustitucion
nucleofilica utilizando sulfato de dimetilo como agente alquilante, en medio basico y utilizando acetona como
disolvente como se muestra en el Esquema 5. La reaccidn se llevd a cabo con conversion total de la materia

prima con rendimientos altos.

Esquema 5. Esterificacion del acido 2-cloro-4-nitrobenzoico

HOOC]@\ (CH,),80,/Na,CO, HaCOOng\
o] NO, cl NO

1 2 2

La identificacion estructural del éster 2 se realizo por espectroscopia, y en el espectro de IR (Espectro 1) se
observo la pérdida de la banda ancha de —OH del grupo carboxilo, y en su lugar se identificé la banda del
estiramiento del enlace de ~OCHs de éster a 1293cm-! En el espectro de RMN 'H (Espectro 2) se identificd
el metilo del éster por la presencia de una sefial simple que integr6 para 3H a 3.94 ppm. Para el espectro de
RMN 3C (Espectro 3) se observé una sefial a 53.65 ppm correspondiente al metilo del éster. Por medio de
espectrometria de masas se comprobé la masa molecular del compuesto con m/z de 215 (25 %), asi como
el fragmento de m/z 184 el cual correspondio a la pérdida de 32 u.ma. correspondiente al metoxilo del grupo

éster que origind el pico base del espectro (Espectro 4).

La reduccién catalitica del grupo nitro del compuesto 2 gener6 el 4-amino-2-clorobenzoato de metilo
(3) (Esquema 6). Esta reaccién se llevo a cabo a temperatura ambiente, se decidi6 utilizar Ni/Raney como
catalizador, ya que por experiencias previas en nuestro laboratorio, el uso de Pd/Carbono como catalizador

promueve la eliminacion de halégenos en la molécula, como el del cloro presente en la posicion 2.

Esquema 6. Obtencion de 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3)

H3COOCj©\ H,/Ni-Raney H3COOCj©\
cl N Cl NH,

2 Oz 3

En el espectro de IR (Espectro 5) se observaron dos picos en 3426 y 3336 cm-! correspondientes a
las vibraciones de los enlaces de hidrégeno del -NH: presente en la molécula. El espectro de RMN 'H
(Espectro 6) del compuesto 3 mostré una sefial amplia que integré para 2H correspondiente al grupo —NH;

en 6.14 ppm; ademas se comprobd con intercambio los hidrégenos acidos por deuterio eliminando las
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sefiales antes vistas. Con espectrometria de masas se comprob6 la masa molecular del compuesto con m/z

de 185 (55%), acomparfada del ion de m/z 187 (18%) correspondiente a la contribucion isotdpica del cloro;

también se observo el fragmento de m/z de 154 correspondiente a la pérdida del -OCHz (Espectro 8).

El siguiente paso fue la acetilacion del compuesto 3 con anhidrido acético para dar el 4-acetamido-
2-clorobenzoato de metilo (4), con la finalidad de proteger el grupo amino antes de realizar la nitracién
(Esquema 7).

Esquema 7. Obtencion de 4-acetamido-2-clorobenzoato de metilo (4)

H,COOC H,COOC
3 D\ (CH3CO)20 3 D\
_—
Cl NH Cl NHCOCH;

3 2 4

En el espectro de IR (Espectro 9) se observaron las bandas caracteristicas del carbonilo de amida en 1587
cmy de éster a 1722cm . En el espectro de RMN 'H (Espectro 10) se observé una sefial simple en 2.08
ppm que integré para 3H correspondientes al metilo del acetilo y una sefial caracteristica del N-H de la
acetanilida en 10.390 ppm que integré para un hidrogeno, esta sefial desaparecio cuando se hizo intercambio
con D20. En el caso del espectro de RMN *3C (Espectro 11) se observé una sefial a 24.65 ppm
correspondiente al metilo del acetamido. El espectro de masas confirmd la masa molecular del compuesto
al observarse el ion de m/z de 227 (22 %); los iones de m/z 185 y 154, mostraron la pérdida del acetilo y el -

OCHj3, respectivamente siendo éste ultimo el pico base del espectro (Espectro 12).

Posteriormente, el compuesto 4 se nitré con mezcla sulfonitrica para obtener el 4-acetamido-2-cloro-
5-nitrobenzoato de metilo (5) (Esquema 8). La formacion del ion nitronio se realiz6 in situ por la adicion del
acido nitrico a la solucion fria de 4 en H2SOs, la reaccion se llevo a cabo entre 0y 5 °C de temperatura con
la finalidad de disminuir la formacién del isomero nitrado en la posicion 3, el cual se elimin con lavados de

MeOH frio al producto crudo de la reaccion.

Esquema 8. Obtencion de 4-acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5)

H,C00C NO, HCOOC
H,C00C HNO/H,SO, j@ N
_ =
D\ cl NHCOCH, cl NHCOCH,

cl ) NHCOCH, 5 s NO,
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En el espectro de IR (Espectro 13) se observaron las bandas caracteristicas a los estiramientos

asimétricos y simétricos del grupo nitro en 1567 y 1335 cm, respectivamente. El espectro de RMN 'H
(Espectro 14) mostrd solo dos sefiales simples pertenecientes a los hidrogenos aromaticos H-3 y H-6 a 8.08

y 8.46 ppm respectivamente. Por otro lado, la espectrometria de masas confirmd la masa molecular del
compuesto al observarse los iones de m/z de 272 (12 %), 274 (6 %) y el ion de m/z 226 correspondio a la
pérdida de 46 u, correspondiente al grupo NO> (Espectro 16). Los iones més abundantes, 230 y 199, se

debieron a la pérdida del grupo acetilo y posteriormente a la pérdida del grupo metoxilo.

La metilacion de 5 para la obtencion del compuesto 4-[acetil(metil)amino]-2-cloro-5-nitrobenzoato de
metilo (6) se logré mediante el empleo de sulfato de dimetilo en medio basico utilizando diglima como
disolvente (Esquema 9). El rango de temperatura dptimo para la reaccion fue de 10-15 °C ya que a mayores
temperaturas se observd la generacion de productos secundarios debido a la hidrdlisis del éster y del
acetamido. La adicion de la solucion de NaOH fue muy lenta para tener mayor control de la temperatura.

Esquema 9. Obtencion de 4-[acetil(metil)amino]-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6)

H,C00C NO, H,CO0C NO,
j@ (CH,),S0,/NaOH j@
_ =

cl NHCOCH, cl NCOCH,

5 6 CHy

En el espectro de RMN 'H (Espectro 18) se observaron sefiales duplicadas debido a la presencia de dos
rotameros de la molécula debido a que la energia de interconversidn entre ambos es alta. La sefial en 3.91
ppm no se duplica, aunque integra para 6 hidrégenos, correspondientes a los metilos del éster de cada
isomero, debido a que el efecto del grupo nitro no afecta el desplazamiento de los mismos. En este sentido,
los metilos restantes si poseen diferencias magnéticas debido a la rotacidn del grupo acetilo y a su cercania
con el grupo nitro por lo que su desplazamiento se ve afectado, de tal forma, que se obtienen 4 sefiales
diferentes a frecuencias bajas que integran para 3H. Cabe mencionar que el espectro de RMN 3C (Espectro
19) también presento duplicidad de sefiales. En el espectro de masas (Espectro 20) de observa el fragmento
de m/z 244 (100 %) correspondiente a la pérdida del acetilo

La hidrélisis del grupo acetilo del compuesto 6 se realizé en medio acido en presencia de metanol

(Esquema 10), ésta fue la metodologia con mayores rendimientos debido a que al realizarla en medio basico
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utilizando NaOH se observé la hidrélisis de éster, inclusive a baja temperatura. De esta manera se obtuvo al

compuesto 4-(metilamino)-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (7).

Esquema 10. Obtencién de 4-(metilamino)-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (7)

H,CO0C NO, H3COOC NO,
j@ MeOH/H,SO, j@
_— >
cl NCOCH, cl NH
6 CHy 7 CH,

En el espectro de IR (Espectro 21) se observé la banda caracteristica de enlace N-H en 3389 cm-,
asi como la banda correspondiente al carbonilo del éster en 1732 cm. En el espectro de RMN 'H (Espectro
22) se observo una sefial cuadruple correspondiente al hidrogeno enlazado al nitrdgeno en 8.59 ppm, que
se acopla con los hidrégenos del grupo metilo, confirmando la hidrélisis del grupo acetilo; también se observé
una sefial en 3.81 ppm que integra para 3H correspondiente al metilo del éster. En el espectro de RMN 13C
(Espectro 23) se apreci6 una sola sefial a frecuencias altas, correspondiente al carbonilo del éster, con lo
que se corrobord que se conservo dicho grupo funcional. El espectro de masas (Espectro 24) confirmé la
estructura de la molécula con una m/z 244 correspondiente al peso de la molécula asi como el fragmento

con m/z 213 debido a la pérdida del éster.

Posteriormente, el grupo nitro se redujo cataliticamente con hidrogeno y con Ni-Raney para obtener

8, el cual debido a su poca estabilidad se llevo inmediatamente a la reaccion posterior (Esquema 11).

Esquema 11. Obtencidn de 5-amino-2-cloro-4-(metilamino)benzoato de metilo (8)

H,CO0C NO, _ H3CO0C NH,
j@[ H,/Ni-Raney
—_—
cl NH Cl NH
7 CH, 8 CHg

Posteriormente la o-fenilendiamina 8 se someti¢ a la reaccion de ciclocondensacion con disulfuro de
carbono en medio basico obteniendo el 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilato de
metilo (9) (Esquema 12). Primeramente se formo el xantato de etilo in situ adicionando disulfuro de carbono
a temperatura ambiente a la solucion etandlica basica de la diamina. Posterior a la adicion de los reactivos
la reaccion se mantuvo una temperatura de reaccion por debajo de 65 °C y pH 9 con la finalidad de evitar la

hidrélisis del éster.
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Esquema 12. Obtenciéon de 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (9)

H,CO0C NH, H,CO0C N

t@i CS,/KOH/EtOH j@ \—s

cl NH cl N
8  CH, g CHs

En el espectro de RMN 'H (Espectro 26) se aprecio la sefial en 13.15 ppm correspondiente al
hidrégeno enlazado al nitrégeno del bencimidazol ya que el equilibrio se encuentra desplazado a la forma de
tiocarbonilo y no de tiol. Para confirmar la ciclocondensacion se recurri6 al espectro de RMN 13C (Espectro
27) donde se observaron dos sefiales a frecuencias altas, 165.5 ppm y 171.7, correspondientes al carbono
del carbonilo y al enlace C=S, respectivamente. En el espectro de masas (Espectro 28) se observo el pico
base, correspondiente al ion molecular con m/z 256; ademas de la contribucion isotopica del cloro. Aunado
a lo anterior, el pico de m/z 225 correspondio al fragmento que habia sufrido la pérdida del grupo metoxilo
del éster

El compuesto 9 se sometid a una reaccion de S-metilacion con yoduro de metilo en acetona para obtener al
compuesto 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol carboxilato de metilo (12) (Esquema 13).

Esquema 13. Obtencién de 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol carboxilato de metilo (12)

H
H3COO0C N H,COO0C N
TI o ctmeor Y2
cl i | N
9 Hs

C
12 CHy

El espectro de RMN 'H (Espectro 30) se observaron sefiales simples en 2.76, 3.71 y 3.88, que integran para
3H correspondientes a los metilos de la molécula. El espectro de masas (Espectro 32) mostré el ion
molecular con m/z de 270. Para el espectro de RMN 3C se observd la aparicion de una sefial a 14.59 ppm

que corresponde al metilo enlazado al azufre.

Posteriormente se realizé la hidrdlisis del grupo éster de los compuestos 9 y 12 bajo condiciones
alcalinas en metanol y a temperatura de reflujo para obtener los compuestos acido 6-cloro-1-metil-2-tioxo-
2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10) y é&cido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-
carboxilico (13) respectivamente (Esquema 14). Para el compuesto 10 el espectro de IR (Espectro 29) se
muestra la banda ancha caracteristica del &cido carboxilico alrededor de 3000 cm!
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Esquema 14. Obtencién de los acidos carboxilicos 10 y 13
H H
H,COOC N HOOC N
K:[ \—s  MeOHNaOH | )=s
—_—
cl N cl \
g CHs 10 ©Ms
HOOC
FsCO0C N MeOH/NaOH \
| N—SCH;————— | \—scH,
I l\ll cl 'T‘

c
CH, 13 CHg

Para el espectro de RMN 'H (Espectro 30) muestra una sefial simple a 3.62 ppm que corresponde
al metilo enlazado al nitrégeno y a 13.04 ppm se observa una sefial amplia que integra para 2H que
corresponden al del &cido carboxilico y al hidrégeno del equilibrio tiol-tiocarbonilo. En el caso del compuesto
13 el espectro de RMN 'H (Espectro 38) manifesto la presencia de una sefial en 13.03 ppm perteneciente
al hidrogeno del &cido carboxilico; también se observo la presencia de solo dos sefiales simples que

integraron para tres hidrogenos correspondientes a los metilos enlazados al nitrogeno y al azufre.

7.1.2. Sintesis del intermediario 1-(2-cloroetil)-1H-imidazol (11)
Para obtener el intermediario 1-(2-cloroetil)-1H-imidazol (11), se realizd una reaccion de sustitucion
nucleofilica entre el imidazol y 1,2-dicloroetano en medio basico como se muestra en el Esquema 15. La
reaccion se llevé a cabo en un sistema de dos fases, por lo que fue necesario utilizar un catalizador de
transferencia de fases, en este caso el bromuro de tetrabutilamonio. Esta sal de amonio tiene un grupo polar
y cadenas laterales hidrocarbonadas, las cuales permiten que a pesar de la carga del nitrégeno pueda ser
soluble en la fase organica y con esto que una concentracion de iones hidroxilo pueda atravesar a la fase
organica y llevarse a cabo las reacciones acido-base y sustitucion nucleofilica. A pesar del gran avance que
este catalizador representa tiene ciertas limitaciones debido a la presencia de agua en la reaccion debido al
KOH, tanto por sus caracteristicas higroscopicas como por la formada en la reaccidn, esto puede causar
reacciones hidroliticas indeseadas o la transformacion de la sal de amonio por eliminacion de Hoffman, es
por eso que se agrega también a la reaccion el K.COs, reactivo que ayudara a retener el agua y evitar estos
subproductos.

El intermediario 1-(2-cloroetil)-1H-imidazol (11) puede sintetizarse mediante distintas metodologias

como se muestra en el Esquema 15.
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Esquema 15. Posibles rutas sintéticas para la obtencién de 1-(2-cloroetil)-1H-imidazol (11)
NBut,Br, K,CO5, KOH AN

AT cierchel \_//\/I

N

NH Base N/\N/\/N

\ / B » 7
— BrCH,CH,Br ” \—/ N

Base N
(o > N7 NN _oH SOCl, > N/\N/\/CI
BrCH,CH,OH \—/ Piridina —

La ruta sintética A fue utilizada en este trabajo, ya que como se observa en el Esquema 5 |a ruta B
favorece la formacion del 1,1"-etano-1,2-diilbis(1H-imidazol) y la ruta C involucra dos pasos lo que afecta el
rendimiento. Con la ruta sintética A se obtuvo el intermediario de interés; sin embargo, se generaron dos
productos mas: el 1,1 -etano-1,2-diilbis(1H-imidazol) y el producto de eliminacion 1-vinil-1H-imidazol. Para
eliminar estos productos secundarios se implementd una metodologia de purificaciéon de varios pasos. El
producto crudo de reaccién se agitdé en hexano para retirar el producto de eliminacion; posteriormente se
realizaron lavados con agua para extraer la materia prima (imidazol). Finalmente se llevé a cabo una
destilacion de bulbo a bulbo mediante un sistema de destilacion Kugelrohr. Cabe mencionar que la
metodologia de purificacion continua estudidndose con el objetivo de estandarizar el método y establecer

condiciones.

7.1.3. Sintesis de las carboxamidas de la serie LFC1a-4a

Para obtener las carboxamidas LFC1a, LFC2a, LFC3a y LFC4a se siguié la ruta sintética planteada
en el Esquema 1. Primeramente se activo el acido 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-
carboxilico (12) haciéndolo reaccionar con el agente acoplante anhidrido propil fosfonico T3P® (Figura 15)
en acetonitrilo utilizando trietilamina como base y las anilinas correspondientes. Para llevar a cabo esta

reaccion se probaron diferentes condiciones las cuales se muestran en la Tabla 4.
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Anhidrido propilfosféonico
T3P ®

Figura 15. Estructura quimica del agente acoplante T3P®.

Tabla 4. Condiciones de reaccion probadas para la obtencion de las carboxamidas LFC1a-4a

Disolvente Base Rendimiento promedio
CHxCl, Trietilamina 10 %
DMF Trietilamina 9%
THF Trietilamina 9. %
Acetonitrilo Trietilamina 27 %
Acetonitrilo/DMF Trietilamina 5%
CH2Cl2 N-metilmorfolina 9%
DMF N-metilmorfolina 5%
THF N-metilmorfolina 5%
Acetonitrilo N-metilmorfolina 25 %
Acetonitrilo/DMF N-metilmorfolina 6 %

Las condiciones dptimas que resultaron en mejores rendimientos para llevar a cabo la formacién de las
amidas fueron utilizando acetonitrilo como disolvente y trietilamina como base. El factor fundamental para
llevar a cabo esta reaccion fue la solubilidad de las materias primas y productos en este disolvente.

En la Tabla 5 se muestran los rendimientos y constantes fisicas de las amidas de la serie LFC1a-
4a.

37



RESULTADOS Y DISCUSION
|

Tabla 5. Rendimientos y constantes fisicas de las amidas de la serie LFC1a-4a

Compuesto  Rendimiento Disolvente utilizado para Punto de fusion Rf
(%) recristalizacion (°C) (Sistema)*
LFC1a 446 Tolueno 294.8-295.4 0.64 (I)
LFC2a 38.5 Tolueno 331.3-332.4 0.62 (I)
LFC3a 34.7 Tolueno 291.3-292.7 0.65 (I)
LFC4a 28.7 Tolueno 301.6-302.8 0.68 (1)

Sistema (Il) Cloroformo/Metanol 90:10

En general los rendimientos de estas reacciones no fueron altos, debido a que se tiene una
competencia de nucledfilos, entre la anilina y el azufre perteneciente al bencimidazol. Debido a lo anterior se

probd proteger el grupo mercapto del acido bencimidazélico con carbobenciloxi y cloruro de benzoilo como
se muestra en la Figura 16.

0
L 00
cl
0 o\
S
Cl N

CHs3

Figura 16. (A) Grupo mercapto del bencimidazol protegido con CBZ. (B) Grupo mercapto del
bencimidazol protegido con cloruro de benzoilo.

Esta estrategia no tuvo resultados favorables, ya que la reaccion de proteccidn del grupo mercapto
no se llevé a cabo completamente observandose un porcentaje de conversion del 40-50 %. A pesar de esto
se intentd la desproteccion para observar el comportamiento de la reaccion, esto se hizo con NaOH en

acetonitrilo a temperatura de reflujo por 12 horas observandose un 40 % aproximado de conversion. A estas
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condiciones la amida bencimidazélica formada seria poco estable por lo que esta estrategia de proteccion

del grupo mercapto fue desechada y se procedié a utilizar el mercaptobencimidazol sin proteger para la

formacion de las amidas correspondientes.

7.1.4. Sintesis de las carboxamidas de la serie LFC1b-4b

La preparacion de las carboxamidas finales LFC1b, LFC2b, LFC3b y LFC4b se llevé a cabo
siguiendo la ruta sintética mostrada en el Esquema 2. Primeramente se activd el &cido carboxilico 13,
formando el cloruro del &cido correspondiente a temperatura de 40 °C, para ello se utilizd un exceso de
cloruro de tionilo el cual se utilizé también como disolvente. Una vez formado el cloruro de &cido éste se hizo
reaccionar por separado con cada una de las cuatro diferentes aminas (4-cloroanilina, anilina, 2-metilanilina
y 3,4-dicloroanilina), mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica en carbono sp2.
Para cada reaccion se utilizé acetonitrilo como disolvente, trietilamina como base y a temperatura ambiente.

En la Tabla 6 se muestran los rendimientos y constantes fisicas para cada una de las amidas sintetizadas.

Tabla 6. Rendimientos y constantes fisicas de las serie de amidas LFC1b-4b

Compuesto  Rendimiento Disolvente utilizado para Punto de fusion Rf
(%) recristalizacion (°C) (Sistema)*
LFC1b 72.8 Metanol 217.5-218.3 0.85 (1)
LFC2b 70.3 Acetona 212.3-213.8 0.83 (1)
LFC3b 72.6 Metanol 224.7-225.3 0.86 (1)
LFC4b 60.4 Metanol 260.3-261.1 0.88 (Il)

Sistema (I1) Cloroformo/Metanol 90:10

7.1.4.1. Caracterizacion mediante RMN 'H de los compuestos de las series LFC1a-4ay LFC1b-4b
Todos los compuestos de esta serie presentaron sefiales comunes en RMN 'H debido a que poseen
la misma estructura base (Figura 17). De manera general todos los compuestos muestran una sefial simple
alrededor de 3.6 ppm que integra para tres hidrégenos que corresponde al metilo unido al nitrégeno del
bencimidazol y en caso de los compuestos de la serie LFC1b-4b se observa una sefial simple que integra
para tres hidrogenos alrededor de 2.7 ppm, esta sefial corresponde al grupo metiltio que se encuentra en la
posicion 2 del nucleo del bencimidazol. A campo alto se observan dos sefiales simples que integran para un

hidrégeno cada uno, los cuales corresponden a los hidrégenos de las posiciones 4 y 7 del nucleo del
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bencimidazol. Las sefales correspondientes a los hidrégenos de la amida y el enlazado al nitrégeno del
bencimidazol, para el caso de los compuestos de la serie LFC1a-4a, se encuentran alrededor de 10 ppm y

13 ppm respectivamente, ambas sefiales integran para un hidrégeno.

7.31-7.62 ppm
5' (S, 1H)
A 4 ® o H -
| H 12.99-13.06 ppm
5 N (s, 1H)
NH
2'/ | >:S
9.92- 10.77 ppm Cl N
(s, 1H) \
H CHs 3.64-3.67 ppm
(s, 3H)
7.62-7.66 ppm
(S, 1H)
B >
4 6 7.37-7.73 ppm
|O H (S, 1H)
3 NH N
2" ‘ \>78CH 2.74-2.75 ppm
/ 3 (S, 3H)
9.84- 10.72 ppm cl N
(s, 1H) \
H CHs, 3.27-3.72 ppm
(s, 3H)
7.62-7.74 ppm
(S, 1H)

Figura 17. Relacion entre las estructuras generales de las carboxamidas finales y sus sefiales en RMN 'H
observadas. (A) Serie LFC1a-4a. (B) Serie LFC1b-4b.

Los compuestos de ambas series presentan el mismo tipo de sustituyente fenilo. En la Tabla 7 se

muestran los desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento de los hidrogenos 2'-6'

correspondientes al sustituyente fenilo de los compuestos de la series LFC1a-4a y LFC1b-4b.
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento de los hidrégenos
26’ de los compuestos de la serie LFC1a-4a y LFC1b-4b

N\%R

LFC1a-4a R=SH
LFC1b-4b R= SCH,

cl ; N\
CHj,
Compuesto H-2’ H-3’ H-4’ H-5 H-6’
7.72 ppm 7.39 ppm 7.39ppm 7.72 ppm
LFC1a J=89 Hz J=89Hz - J=8.9Hz J=89 Hz
Sefial doble Sefial doble Sefial doble Sefial doble
7.70 ppm 7.33 ppm 7.09 ppm 7.33 ppm 7.70 ppm
LFC2a J=79Hz J=79Hz J=T74Hz J=79Hz J=79Hz
Sefial doble Sefial triple Sefal triple Sefial triple Sefial doble
7.26 ppm 7.15 ppm 7.46 ppm
110 T E73H  J=TAHz Segjlfnﬂg‘leja J=76 Hz
Sefial doble Sefal triple Sefial doble
8.09 ppm 7.66 ppm 7.66 ppm
LFC4a J=22Hz J=8.8 Hz J1=8.8 Hz
Sefial doble Sefial doble Sefial doble
7.41 ppm 7.78 ppm 7.78 ppm 7.41 ppm
LFC1b J=8.8Hz J=88Hz - J=8.8Hz J=8.8 Hz
Sefial doble Sefial doble Sefial doble Sefial doble
7.73 ppm 7.35 ppm 7.10 ppm 7.35 ppm 7.73 ppm
LFC2b J=79Hz J=7.7Hz J=7.2Hz J=7.7Hz J=79Hz
Sefial doble Sefial triple Sefal triple Sefial triple Sefial doble
7.26 ppm 7.15 ppm 7.46 ppm
LFC3b T J=75Hz J=72Hz Se;ﬁigﬂﬂg‘le.a J=76Hz
Sefial doble Sefal triple ) Sefial doble
7.66 ppm
8.14 ppm 7.66 ppm J1=8.8J=22
LFC4b J=22Hz J=8.8Hz Hz
Sefial doble Sefial doble Doble de
dobles

7.1.4.2. Caracterizacion mediante RMN 13C de los compuestos de las series LFC1a-4ay LFC1b-4b

Los compuestos de ambas series poseen sefiales comunes en los espectros de RMN 3C En la

serie de compuestos LFC1a-4a se observa una sefial a campo bajo (170-171 ppm) que corresponde al

carbono 2 del anillo del bencimidazol, esta sefial concuerda con una unién C=S (tiocarbonilo) ya que de ser



RESULTADOS Y DISCUSION

el tiol (C-SH) el desplazamiento quimico seria de 154-155 ppm muy cercano al desplazamiento quimico del

C-10 correspondiente a la unién C=0 de la amida (Figura 18). Con lo observado se confirma que el

tautomero tiocarbonilico es predominante.

‘ 155-156 ppm ‘ ‘ 170-171 ppm ‘

Tiocarbonilo

Figura 18. Equilibrio tiol-tiocarbonilo y diferencias en el desplazamiento quimico del C-2 del nucleo

del bencimidazol.

Las sefales restantes (C-4 a C-10) del nucleo del bencimidazol se observaron a campo bajo para
ambas series con valores de desplazamientos quimicos similares, también se observo la sefial a campo alto
(30 ppm) correspondiente al metilo unido al nitrdgeno del bencimidazol y en el caso de los compuestos de la

serie LFC1b-4b se observa la sefial a campo alto (14 ppm) del metilo correspondiente al grupo metiltio
(Figura 19).
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109.86-109.97 ppm

A 5| 129.12-130.77 ppm 131.55-139.47 ppm

170.94-171.14 ppm

165.05-165.28 ppm

30.84-30.86 ppm

124.60-124.66 ppm 134.94-135.23 ppm

111.03-111.16 ppm

‘ 110.65-117.60 ppm ‘

B 5 | 123.29-126.02 ppm \ ‘ 141.10-141.51 ppm ‘

6" 0 ‘ 155.68-156.24 ppm ‘

/

, NH 19 N\ 2
2 / >iSCH3 | 14.19-14.61 ppm |
165.52-166.21 ppm ‘ Cl N
\
CH,4 ‘30.19-30.62 ppm ‘
‘ 123.29-123.68 ppm ‘ \ 138.18-139.71 ppm ‘

\ 110.65-117.99 ppm ‘

Figura 19. Relacion entre las estructuras de las carboxamidas finales y las sefiales de RMN 13C. (A) Serie
LFC1a-4a (B) Serie LFC1b-4b.

En la serie LFC1b-4b se observa que la sefial correspondiente al C-2 se encuentra presente entre
155.68-156.24 ppm lo que corrobora la presencia mayoritaria del tautomero tiocarbonilico en la serie de
carboxamidas LFC1a-4a.

Las sefales de los carbonos correspondientes al sustituyente fenilo de las carboxamidas de ambas series
se muestran en la Tabla 8.

43



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 8. Desplazamientos quimicos de los carbonos C-1" a C-2’ de las series de carboxamidas LFC1a-4a y

LFC1b-4b
5
4' 6’ 0
4
’ P NH N\ LFC1a-4a R=SH
—R
LFC1b-4b R= SCH,
cl N
7 \
CH,

Compuesto Cc-1 C-2’ C-3’ C-4 C-5 C-6’
LFC1a 131.22 ppm 12912 ppm 12159 ppm  127.87 ppm 12159 ppm  129.12 ppm
LFC2a 131.55ppm 12919 ppm  120.05 ppm 12421 ppm 120.05 ppm  129.19 ppm
LFC3a 131.61 ppm 13343 ppm  130.81 ppm  126.39 ppm  126.39 ppm  126.44 ppm
LFC4a 13141 ppm 12122 ppm  129.75ppm 12570 ppm 120.01 ppm  131.19 ppm
LFC1b 129.92 ppm 12111 ppm  128.66 ppm 12721 ppm  128.66 ppm  121.11 ppm
LFC2b 13044 ppm  123.77 ppm  128.86 ppm  123.77 ppm  128.86 ppm  123.77 ppm
LFC3b 133.22ppm  136.31 ppm  130.55ppm  126.02 ppm 130.55 ppm  126.16 ppm
LFC4b 131.45ppm 12110 ppm 131.15ppm 129.87 ppm 131.15ppm  120.01 ppm

La asignacion de sefiales de RMN 'H y RMN 13C se realiz6 con ayuda de los experimentos de resonancia
magnética nuclear en dos dimensiones (2D RMN): Nuclear Overhauser Effect Espectroscopy (NOESY) y
Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC).

El experimento NOESY permite encontrar las conectividades entre nucleos que tienen acoplamiento
dipolar, es decir aquellos que estan vecinos espacialmente. Mediante 2D-NOESY se observa la relacion
espacial entre C-SH o C-NH y N-CHs (A), N-CHs y H-7 (B), -NH- y H-2’ (C) y finalmente -NH- y H-4 (D)
(Figura 20). Estas correlaciones permitieron asignar los desplazamientos quimicos de los hidrégenos H-4 y
H-7 del nucleo del bencimidazol asi como también los desplazamientos quimicos de H-2' y H-6'. Esta
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informacién no puede obtenerse facilmente mediante un analisis simple de RMN 'H por eso la importancia

de este experimento 2D.

D

Cl
" (@] H
VAL
\\‘NH I N>:S
A
™ c © N\ i |’ "
H CH,

B o —
{13.06,3.30
s +

A

R — 10.58,7.72, {3.64,7,65)
- XN . N
C

{7.31,10.58),
3

— " D

e
8 7 6 5 4 3 2 1
f2 (ppm)

Figura 20. Experimento NOESY en dos dimensiones (2D-NOESY) del compuesto LFC1a.

Con los valores de los desplazamientos quimicos de H-4, H-7, H-2' y H-6’ se asignaron los
desplazamientos quimicos de los carbonos a los cuales se encuentran enlazados estos hidrégenos. Esto se
realiz6 mediante la interpretacién del espectro del experimento en dos dimensiones HSQC (2D-HSQC) el
cual permite correlacionar protones y carbonos unidos directamente a través de un enlace. En la Figura 21
se muestran los valores de los desplazamientos quimicos de los hidrégenos pertenecientes al nucleo del
bencimidazol y al sustituyente fenilo con sus respectivos valores del desplazamiento quimico de los carbonos

correspondientes.
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Figura 21. Espectro del experimento en dos dimensiones HSQC (2D-HSQC) del compuesto

LFC1a.

7.1.4.3. Espectrometria de masas de los compuestos de las series de carboxamidas LFC1a-4ay

LFC1b-4b

RESULTADOS Y DISCUSION

fL (ppm)

El peso molecular de ambas series de carboxamidas sintetizadas se determind usando
espectroscopia de masas. Las moléculas se analizaron utilizando un equipo de lonizacion por Electrospray
acoplado a un equipo de cromatrografia de liquidos (LC/MS-ESI). De manera general los compuestos
muestran una abundancia relativa baja y poca fragmentacion debido al método de ionizacién utilizado.

En la mayoria de los casos el ion molecular corresponde al pico base y se observé el fragmento

correspondiente al ion acilio (Figura 22), aunque su abundancia relativa es muy baja (menor al 5 %).
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— —+
R? +
0
Il " N
3 N
R NH | N\ o | \%R1 N
2 > — 3 .
R N al N R NH
cl \ \ 2
CH CH,4 R
- - [M- 126, 92, 106 o 161]* 126 u: R? = R H, R*= C|
M m/z 226 R' = SH 92 u:R*=R=R*=H
1 2 _ p3_ a4_ 1 -
m/z 352 R'= SH, R*=R%= H, R*=CI 240 R' = SCH, 106 u: R? = CH,, R*=R*=H

366 R'= SCH,, R =R’= H, R*=Cl
318 R'=SH, R®*=R=R*=H

332 R'=SCH,, R”*=R’=R*=H
332R'=SH, R®=CH,, R=R*=H
346 R'=SCH,, R® =CH,, R*=R*=H
387 R'=SH, R®=H, R*=R*=Cl

401 R'=SCH,, R®=H, R*=R*=Cl

161 u: R®=H, R*=R*=Cl

Figura 22. Principales fragmentos observados en la espectrometria de masas.

Se observaron los patrones de distribucidn isotopica caracteristica para la mayoria de las

carboxamidas debido a que todos los compuestos contienen al menos un atomo de cloro en sus estructuras.

7.1.5. Sintesis de las carboxamidas de la serie LFC1-4

Para la obtencion de los compuestos de la serie LFC1-4 se utilizaron como precursores sintéticos a
los compuestos de la serie LFC1a-4a haciéndolos reaccionar mediante una reaccién de sustitucion
nucleofilica sobre el carbono sp® del compuesto 1-(2-cloroetil)-1H-imidazol (11) como se muestra en el
Esquema 16.

Esquema 16. Método general de sintesis para la obtencion de los compuestos de la serie LFC1-4

4 N
; < 1
(0] 0 N
R’ NH N\ A\ R’ NH N/
2 | >—SH + O NN 2 | \>—s
R N \:/ R
CHy " LFC1-4 CH
LFC1a-4a - 3
LFC1a: R = R%= H, R*= Cl LFC1: R?=R%= H, R*=Cl
LFC2a: R2=R%=R*=H LFC2: R?=R*=R*=H
LFC3a: R?= CH,, R®=R*=H LFC3: R?= CH,, R*=R*=H
LFC4a: R2=H, R*=R*=ClI LFC4: R?=H, R*=R*=Cl
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e

La reaccion procedié en medio alcalino utilizando K2COs y acetonitrilo como disolvente. Se optd por

una base no nucleofilica debido a que los sustratos utilizados son propensos a reaccionar con una base de

estas caracteristicas. En primera instancia se utilizd KOH para realizar la reaccion y se observaron muy bajos

rendimientos y la abundante formacién de productos secundarios que corresponden a la hidrolisis de las

amidas y al producto de eliminacion del compuesto 11. Ambos compuestos se muestran en la Figura 23.

AN
e” NN

\—/

1-vinil-1H-imidazol

H
HO N
[ =
N
Cl \
CHs
Acido 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilico
Figura 23. Principales compuestos secundarios observados en la reaccion de Sy2 en medio

alcalino con KOH.

El disolvente y la temperatura son otros aspectos importantes que se consideraron para realizar la
reaccion. El mantener la mezcla de reacciéon como una solucion homogénea favorece el rendimiento, por
esta razdn se realiz6 en acetonitrilo, un disolvente polar aprético que ademas favorece las reaccidnes tipo
Sn2. La temperatura se mantuvo en el rango de 40-50 °C, a menores temperaturas la transformacion no se
llevé acabo v si la temperatura excede este rango el compuesto 11 es inestable convirtiéndose en una resina
la cual no reacciond de la manera esperada. Adicionalmente se ha observado que a temperaturas altas la
sustitucion se lleva a cabo en el nitrogeno de la posicion 3 en el bencimidazol, ya que como se ha mencionado
anteriormente, existe un equilibrio tautomérico tiol-tiocarbonilo lo que favorece la nucleofilia del nitrégeno y
por tanto la formacion del 6-cloro-3-[2-(1H-imidazol-1-il)etil]-1-metil-N-fenil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (Figura 24).
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a

N
AL
N
NH
I
cl N\
CH,

6-cloro-3-[2-(1H-imidazol-1-il)etil]-N-fenil-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-
1H-bencimidazol-5-carboxamida

Figura 24. Producto secundario derivado del bencimidazol sustituido en la posicién 3.

Para favorecer el rendimiento de las reacciones se agregd Nal a la mezcla de reaccion con la
finalidad de realizar un intercambio de halégenos y formar el compuesto 1-(2-yodoetil)-1H-imidazol el cual es
mas reactivo que el compuesto 11 al contener un atomo de yodo que es mejor grupo saliente. Esta reaccion

de intercambio de haldégenos se conoce como reaccion de Finkelstein (Figura 25).

PN Nal en exceso 22
N N/\/CI —_— N N/\/l
\—/ \—/

11

Figura 25. Aplicacion de la reaccion de Finkelstein
Bajo las condiciones establecidas se sintetizaron los cuatro compuestos de la serie LFC1-4, se
obtuvieron como soélidos de color blanco con rendimientos que van de regulares a bajos. En la Tabla 9 se

muestran los rendimientos y propiedades fisicas de todas las moléculas de la serie.

Tabla 9. Rendimientos y constantes fisicas de las serie de amidas LFC1-4

Compuesto Rendimiento Disolvente utilizado para Punto de fusion Rf
(%) recristalizacion (°C) (Sistema)*
LFC1 38.2 Isopropanol/Agua 141.3-142.9 0.43 (Il
LFC2 36.4 Etanol/Agua 121.1-122.3 0.40 (1)
LFC3 28.9 Isopropanol/Agua 98.9-100.8 0.43 (Il
LFC4 23.6 CHCls/Isopropanol 116.8-117.5 0.45 (1)

Sistema (lIl) Cloroformo/Metanol 85:15

49



RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.5.1. RMN 'H de la serie de compuestos LFC1-4

En los espectros de RMN H se muestran caracteristicas comunes para todos los compuestos debido
a que presentan la misma estructura base. En la Figura 26 se muestra un resumen esquematico de las
sefiales observadas en los espectros de RMN 'H y su relacion con la estructura de los compuestos de la

serie.

7.76-7.82 ppm
(s, 1H)
ol 3.74-3.66 ppm
4" 6" (t, 2H)
4.39-4.45 ppm
t, 2H
= P N | (¢, 2H)
e \ s J/ 7.64-7.98 ppm
/ (s, 1H)
9.86- 10.75 ppm N / . .
(s, 1H) \ H
7.79-7.82 ppm H CHy
(s, 1H) /
3.69-3.70 ppm 0 :
(s. 3H) 7.247.37 ppm | H —— E-BQE:-‘;‘:'l}PF"‘
(S, 1H) .

Figura 26. Relacion entre las estructura base de la serie de carboxamidas LFC1-4 y sus sefiales en RMN
H.

De manera general, en los espectros de todas las moléculas se observan dos sefiales triples a campo
alto que corresponden a los metilenos que unen al 2-mercaptobencimidazol con el imidazol. La primera sefial
triple se encuentra en el rango de 3.66-3.74 ppm y corresponde al metileno enlazado al atomo de azufre del
bencimidazol. La segunda sefial triple se observé entre 4.39-4.45 ppm, esta sefial pertenece al metileno
enlazado al nitrogeno del imidazol. La diferencia entre los desplazamientos quimicos de ambas sefiales
triples se debe a los valores de electronegatividad de los heterodtomos a los que se encuentran enlazados.
El nitrdgeno es mas electronegativo que el azufre, por lo tanto el metileno unido al nitrégeno esta mas
desprotegido electrénicamente y la sefial correspondiente se ubica desplazada a campo bajo. Se observaron
también las sefiales caracteristicas correspondientes al nucleo del bencimidazol. La sefial que pertenece al

metilo unido al nitrdgeno aparece alrededor de 3.7 ppm y a campo bajo se encuentran las sefiales simples
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que corresponden a los H-4 y H-7, en algunos casos las sefiales tienen desplazamientos quimicos muy
cercanos y en los espectros se muestran como una sefial simple que integra para dos hidrégenos. Respecto
al anillo de imidazol se observan tres sefiales simples ensanchadas correspondientes a los hidrégenos H-2,
H-4"y H-5'. La asignacion de los desplazamientos quimicos se realizé usando experimentos de resonancia

magnética nuclear en dos dimensiones: 2D-NOESY y COSY (Figuras 27 y 28).

(\ | Wl | g |

|
2
m M

(m]

9 ] 7 6 5
(ppm)

Figura 27. Espectro 2D-NOESY del compuesto LFC1.
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Figura 28. Espectro 2D-COSY del compuesto LFC1.

En el espectro 2D-NOESY (Figura 27) se observo la interaccion espacial entre H-2', H-5" y los
hidrogenos del metileno enlazado directamente al nitrégeno del anillo de imidazol. Con esta informacion se
determiné el desplazamiento quimico de H-5’ el cual se encuentra en el rango de 7.24-7.37 ppm, mientras
que la sefial de H-2' se encuentra desplazada a campo bajo debido a la influencia de los nitrégenos del
imidazol, asignando su desplazamiento quimico en el rango de 7.64-7.98 ppm. El hidrégeno H-4 del nucleo
del bencimidazol presentd una interaccion con el —-NH- del grupo amida, de esta manera se asigné su
desplazamiento quimico alrededor de 7.75 ppm.

En el espectro 2D-COSY (Figura 28) se observan las interacciones entre hidrogenos a tres enlaces
de distancia. La informacién en este espectro se utiliz principalmente para designar el desplazamiento
quimico del H-4’ del anillo del imidazol. En el espectro 2D-COSY se observé la interaccion del H-5', cuyo
desplazamiento quimico se asigno utilizando el espectro 2D-NOESY, con el hidrégeno H-4'. Esto permitié
identificar a H-4’ en el intervalo de 6.89-7.06 ppm. En la Tabla 10 se muestran los desplazamientos quimicos,
multiplicidad y constantes de acoplamiento de los hidrogenos pertenecientes al sustituyente fenilo de las

carboxamidas finales.
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento de los hidrégenos H-2"-
H-6" de la serie LFC

cl
CH N
U
XN
Compuesto H-2” H-3” H-4” H-5” H-6”
7.78 ppm 7.41 ppm 7.41 ppm 7.78 ppm
LFC1 J=89Hz J=89Hz = - J=8.9Hz J=8.9Hz
Sefial doble Sefial doble - Sefial doble Sefial doble
7.76 ppm 7.35 ppm 7.10 ppm 7.35 ppm 7.76 ppm
LFC2 J=79Hz J=7.9 Hz J=T4Hz J=79Hz J=79Hz
Sefial doble Sefal triple Sefal triple Sefal triple Sefial doble
7.26 ppm 7.17 ppm 7.45 ppm
LFe3 ET3H  =TAHz Sefzé?ic?rgn]e'a J=76Hz
Sefial doble Sefal triple Pel Sefial doble
7.66 ppm
8.14 ppm 7.62 ppm _ _
LFC4 J=22Hz )=88H, 88 HHZZ Jr= 2
Sefial doble Sefial doble Doble de dobles

7.1.5.2. RMN 3C de los compuestos de la serie LFC1-4
Los espectros de RMN 13C presentan sefiales comunes para todos los compuestos de la serie

(Figura 29). A campo alto se observo la sefial correspondiente al carbono alifatico unido al azufre dentro del

rango de 32.59-33.93 ppm, el carbono enlazado al nitrégeno del imidazol se observd en el rango de 45.07-

47.28 ppm mientras que el carbono del metilo unido al nitrégeno del bencimidazol se encuentra en el rango

de 30.26-31.86 ppm.

Respecto al anillo de imidazol, se observaron tres sefiales a campo bajo que corresponden a los

carbonos C-2’, C-4’ y C-5" cuyos desplazamientos quimicos se encuentran a 119.32-125.10 ppm 128.51-

132.02 ppm 137.42-138.56 ppm respectivamente. De manera adicional se observa la sefial caracteristica

correspondiente al carbono sp? del carbonilo del grupo amida en un rango de165.52-166.21 ppm.
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111.24-117.63ppm

B 123.48-124.04 ppm 138.12-142.53 ppm

O

| 140.96-154.98 ppm
4

NH/\%\S 32.59-33.93 ppm

\>7S 45.07-47.28 ppm

-
(=]

165.52-166.21 ppm CI/GVS \—\?/
7

2'
CH3 \\ —| 137.43-138.56
| , \ ppm
5 N N
30.26-31.86 ppm | 128.51-132.02
4 ppm
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Figura 29. Relacion entre la estructura base de la serie de carboxamidas de la serie LFC1-4 y sus sefiales
en RMN 13C.

De manera general los carbonos situados en el nucleo del bencimidazol son los que presentaron
mayores variaciones en el desplazamiento quimico. El carbono C-2 se encuentra mas desplazado a campo
bajo debido al efecto que ejercen sobre él los a&tomos de nitrégeno y azufre a los que se encuentra enlazado,
la sefial se encuentra dentro del rango 140.96-154.98 ppm. Las siguientes sefiales en aparecer son las
pertenecientes a los carbonos C-8 y C-9 ubicandose entre 137.39-139.70 ppm y 138.12-142.53 ppm
respectivamente. Las sefiales de los carbonos C-5 y C-6 no aparecieron en todos los espectros de las
moléculas de la serie y en algunos casos se muestran como sefiales poco abundantes y poco diferenciadas
de la sefial de ruido del espectro. Estas sefiales se observan dentro del rango 118.04-119.32 ppm para el C-
6 y entre 123.48-124.04 ppm para C-5. La diferencia entre desplazamientos se debe al efecto de
desapantallamiento ejercido por el grupo electroatractor al que se encuentra unido el C-5.

Finalmente las sefiales de los carbonos C-4 y C-7 se ubican en el rango de 111.21-117.63 ppm y
110.83-119.12 ppm respectivamente. Los valores de desplazamiento quimico de los carbonos situados en

el sustituyente fenilo de las carboxamidas se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Desplazamientos quimicos de los carbonos C-1"-C-6” de los compuestos de la serie LFC1-4

Compuesto C-1 C-2 c-3 c-4 C-5 C-6’
LFC1 130.05 ppm  121.07 ppm  128.58 ppm  127.15ppm  128.58 ppm  121.07 ppm
LFC2 130.91 ppm  118.04 ppm  129.11 ppm  124.04 ppm  129.11 ppm  118.04 ppm
LFC3 131.89 ppm 13461 ppm 131.89ppm 1274 ppm  127.56 ppm  127.49 ppm
LFC4 131.45ppm  123.96 ppm  130.07 ppm  130.07 ppm 131.15ppm  120.07 ppm

7.1.5.3. Espectrometria de masas de los compuestos de la serie LFC1-4

El peso molecular de las carboxamidas sintetizadas se determind usando espectrometria de masas.
Las moléculas se analizaron utilizando un equipo de lonizacidn por Electrospray acoplado a un equipo de
cromatrografia de liquidos (MS-ESI/LC). Para todos los compuestos se observd el ion molecular
correspondiente y un patron de fragmentacion similar.
Los fragmentos mas importantes corresponden al ion acilio con masa 319 u.m.a y los cationes radical
etilimidazol e imidazol con masas 95 y 68 u.m.a, respectivamente (Figura 30).

El pico base corresponde al cation radical 6-cloro-2-(etenilsulfanil)-1-metil-N-fenil-1H-bencimidazol-
5-carboxamida de masa variable para cada compuesto excepto para el compuesto LFC4 donde el pico base

corresponde al ion molecular.

55



_ g
o
2 N
1
R N
cl \
CH

m/z 446 LFC1: R'=R*=H R%=ClI
m/z 412 LFC2: R'=R?=R%=H
m/z 426 LFC3: R'=H R?>=R%=CI

3

m/z 319

S

RESULTADOS Y DISCUSION

1 +

R3
]
N\
1 D
S N\
CH,

m/z 378 LFC1: R'=R?=H R*=CI
m/z 344 LFC2: R'=R?=R%=H
m/z 358 LFC3: R'=H R?=R®=CI

|
-
o

m/z 95

+e

iy

m/z 68

Figura 30. Fragmentos representativos para los compuestos de la serie LFC1-4.

7.2. Evaluacion de la actividad antiprotozoaria de los compuestos finales

Los compuestos de las tres series de carboxamidas sintetizadas se sometieron a ensayos in vitro

contra los protozoarios G. intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis; los resultados de actividad antiprotozoaria

se muestran en la Tabla 12. Los datos se analizaron empleando ANOVA de una via, posteriormente se utilizo

la prueba post hoc de Tukey utilizando P< 0.05.

Adicionalmente se graficaron los valores del inverso de la concentracion inhibitoria cincuenta (1/Clso)

para observar de manera méas sencilla las diferencias de actividad entre los compuestos y los farmacos

usados como referencia (Grafico 1).
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Tabla 12. Actividad antiprotozoaria in vitro de los compuestos finales y farmacos de referencia

Compuesto G. intestinalis Clso (WM)  E. histolytica Clso (uM) T. vaginalis Clso (uM)

LFC1 0.5000 + 0.0063(**) 0.3371 £ 0.0143) 0.7070 + 0.0014(
LFC1a 0.1324 + 0.01000**) 0.0970 = 0.0081()(**) 0.1460 + 0.0020()
LFC1b 0.5204 + 0.0212(**) 0.2284 + 0.0097() (**) 0.6944 + 0.0039()

LFC2 0.2123 £ 0.0189(**) 0.1660 + 0.0017()(**) 0.2752 + 0.03600)
LFC2a 0.1070 + 0.0089(**) 0.0680 + 0.0157() (**) 0.1710 £ 0.0023() (**)
LFC2b 0.1051 + 0.0086(**) 0.0750 £ 0.01700) (%) 0.2530 + 0.0085()

LFC3 0.5020 + 0.0298(**) 0.3481 £ 0.0381() 0.6199 + 0.0499()
LFC3a 0.1390 + 0.0086(**) 0.0680 + 0.0107() (%) 0.2290 + 0.0042()
LFC3b 0.4814 £ 0.0225(**) 0.0720 £ 0.0163() (**) 0.5460 + 0.0164()
LFC4 0.4350 + 0.01170*) 0.2390 + 0.0352() (**) 0.4870 + 0.0206(")
LFC4a 0.0580 + 0.0018(**) 0.0430 £ 0.0018() (**) 0.0930 + 0.0037()*) (***)
LFC4b 0.1925 + 0.0074(*) 0.0913 + 0.0088() (**) 0.2170 £ 0.0106()
ABZ* 0.0370 + 0.0030 56.5334 + 18.8445 1.5905 + 0.0113
MTZ** 1.2260 + 0.1250 0.3798 + 0.1461 0.2360 +0.0160
NTZ*** 0.0128+ 0.0952 0.0550+ 0.0896 0.1098+ 0.0896

(*) Compuesto superior en potencia al ABZ (P<0.05)
(**) Compuesto superior en potencia al MTZ (P<0.05)
(***) Compuesto superior en potencia a NTZ (P<0.05)
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Grafica 1. 1/CI50 de los compuestos finales y los farmacos de referencia

En los ensayos contra G. intestinalis todos los compuestos resultaron mas potentes que el MTZ, ya que
presentaron diferencias significativas (P<0.05) al compararlos con éste farmaco de referencia sin embargo
no superaron en potencia al ABZ y a NTZ; siendo el compuesto LFC4a el que posee mejor actividad
giardicida.
Contra E. histolytica, casi todos los compuestos sintetizados mostraron mayor actividad que el MTZ excepto
los compuestos LFC1 y LFC3 cuya potencia es equivalente a la de este farmaco de referencia (P>0.05) y
por consiguiente mucho mas activos que el ABZ, el cual no esta clasificado como amebicida. Ninguno de los
compuestos presentd mayor actividad amebicida respecto a NTZ. El compuesto LFC4a tiene la mayor
actividad contra este protozoario.
Respecto a los ensayos contra T. vaginalis todos los compuestos evaluados presentaron mayor actividad
que el albendazol y solo los compuestos LFC2a y LFC4a mostraron actividad superior a MTZ y NTZ
respectivamente. (P<0.05)

De manera inicial se planted la optimizacion de las carboxamidas bencimidazélicas del grupo B

mediante el uso de la hibridacién molecular tomando como base al compuesto S2J13, el cual presenta una
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potente actividad antiprotozoaria. Sin embargo se observé que el reemplazo del sustituyente metiltio por etil-

imidazol en la posicidn 2 del nicleo del bencimidazol trajo como consecuencia la disminucion en la actividad.

Por otra parte es importante notar que el reemplazo del sustituyente metiltio por el grupo mercapto

aumento la actividad, siendo el compuesto LFC4a el mas activo contra los tres protozoarios. Dentro de la

base de compuestos del L-122 se encuentran reportadas la sintesis y actividad de una serie de moléculas
anélogas a los de la serie LFC1b-4b (Tabla 13).

Tabla 13. Actividad antiprotozoaria de las carboxamidas de la serie LFC1b-4b y sus compuestos

anéalogos
=
)
R® NH N
T,
X
Compuesto R? R? R® R4 G.intestinalis E. histolytica T. vaginalis
Clso (uM) Clso (uM) Clso (uM)
LGI-1 H H H Cl 0.7079 0.0309 0.1513
LFC1b CHs H H Cl 0.519 0.227 0.693
JMCV01 H H H H 0.0725 0.0520 0.1199
LFC2b CHs H H H 0.105 0.075 0.253
JMCVO03 H H CHs H 0.2501 0.1205 0.5153
LFC3b CHs CHs H H 0.480 0.072 0.546
LGI-3 H H Cl Cl 0.3162 0.0269 0.1148
LFC4b CHs H Cl Cl 0.1% 0.090 0.217

La principal diferencia estructural entre los compuestos radica en el sustituyente de la posicion 1 del
nucleo del bencimidazol. Para todos los casos el reemplazo del atomo de hidrégeno por el grupo metilo
disminuye la actividad contra T. vaginalis, mientras que para los protozoarios restantes no se observa una

correlacion clara del efecto causado por el reemplazo en esta posicion del nucleo base (Figura 31).
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Figura 31. Resumen de las relaciones estructura actividad de las carboxamidas de la serie LFC.

7.3. Andlisis del panorama de actividad (activity landscape) giardicida, amebicida y tricomonicida de

derivados del bencimidazol

7.3.1. Mapa DAD

En esta seccion se compararon la actividad tricomonicida y la actividad giardicida de 116 moléculas
incluidas las doce carboxamidas bencimidazolicas y la base de 104 compuestos derivados del
bencimidazol. Se calcularon los valores de pClsy de cada compuesto para ambas actividades.
Posteriormente se obtuvieron las diferencias de actividad por pares de compuestos obteniendo un total de
6670 pares; sin embargo, solo se seleccionaron los pares de compuestos que presentaban uno o dos
cambios en los sustituyentes del nicleo del bencimidazol (1700 pares).

En la Figura 32 se muestra el mapa DAD construido con la diferencia de actividad de los pares de
compuestos contra los protozoarios G. intestinalis — T. vaginalis (1700 pares). En esta figura también se
presentan las estructuras quimicas y la actividad biolégica destacando los sustituyentes estructurales y la
direccién en la selectividad de los pares de compuestos identificados en regiones Z1y Z2. En la Tabla 14
que se encuentra debajo de la figura se observan los pares de compuestos identificados en ambas
regiones, la diferencia de actividad para ambos protozoarios y los valores de similitud basados en los finger

prints para cada par de compuestos.
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Se identificaron un total de seis pares de compuestos en el mapa DAD, cuatro pares se encuentran
en las region Z1 y dos pares en Z2. Los pares 2/11, 4/11, 6/12 y 6/DB_42 se identificaron en la region Z1
del mapa DAD, esto indica que los pares de compuestos identificados tienen una alta similitud estructural
(solo dos variaciones en los sustituyentes del nicleo del bencimidazol) pero poseen una alta diferencia en
actividad biolégica contra ambos parasitos en una sola direccién, es decir, aumenta o disminuye la
actividad para ambos protozoarios en conjunto (llamados “Dual activity cliffs”). Estos pares de compuestos
demuestran que las sustituciones en las posiciones 1y 5 son de gran importancia para generar estos
cambios en la actividad bioldgica. Por ejemplo, el cambio en la sustitucion del atomo de hidrogeno por
metilo en la posicion 1 en los primeros tres pares, aumenta la actividad para los dos protozoarios; mientras
que la sustitucion de 2-metiltio a 2-carboxamida y el grupo aromatico en la posicion 5 por el cloro disminuye
la actividad para ambos parasitos.

Por otro lado, se identificaron pares 1/3 y 1/DB_26 en la region de Z2 de los mapas DAD, lo que
indica que estos pares de compuestos tienen un efecto contrario en la actividad frente a ambos parasitos,
es decir, si aumenta la actividad para un protozoario disminuye para el otro (llamados “activity switches”).
Es importante destacar que el compuesto 1 estd presente en los dos pares, y en el caso del par 1/3 la
unica diferencia en el sustituyente es el atomo de cloro en la posicién 6 por lo que podemos observar que
la piridina no sustituida aumenta la actividad contra T. vaginalis. Del mismo modo, se incrementa la
actividad contra T. vaginalis con la sustitucion de trifluorometilo y 1-naftiloxi en DB_26 por metiltio y grupo
piridin-2-ilaminocarbonil en las posiciones 2 y 5, respectivamente. Estos pares de compuestos son
ejemplos de “Selectivity switches” ya que 3 y DB_26 son selectivos para G. intestinalis mientras que 1 es

selectivo para T. vaginalis

61



RESULTADOS Y DISCUSION

71
/ Aun]
= I 2/11
£
£
£ Z4
) .
3
2
_
22

o 1 2 3 a
ApICs, T. vaginalis

— 0 = 0 o ~ 0
HiC \N/| \‘NHJ N /@ 2 ¥ N U\ N
: | \>—SCH; HaC NH | \>—SCH3 N NH I \>—SCH3
8 \ a \ o \
5 CH, 5 H 3 CH,

&

(]
wi
M

{J
—

Gi: 16 nM - Gi 250 nM - Gi: 8nM
Tv. 28 Tv: 515 nM Tv: 41 nly
0
NN N 07" F " WH N N\
c NH AN | >—sc:—g ] >_<
| SCHs
(o} a cl "l NH;
CH; CH:
H 3
12 6 DB_42
Gi: 1110 nM Gi 29 nl - Gic 462 nM
Tv: 182 nM Tv13nlt Tv: 134 nl
f\” 0 m 0
[
a” N N N\ N e N S N
| D—sc, | S—sch | | »—cF
Z
a - cl N c N
2 C
3 1 o DB_26 L
Gi12nM Gi. 346 i Gi 23 nlt
Tv: 368 N Tv. 120l Tv. 970 nM

Figura 32. Mapa de la diferencia dual de la actividad para una y dos sustituciones (1700 pares). Los switches
se identifican en la zona Z2 del mapa DAD. Los cambios estructurales en cada par estan en color rojo
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Tabla 14. Diferencia de actividad, la similitud promedio y los fingerprint utilizados

Region Par ApClso Gi ApClso Tv Similtud MACCS piDAPH3 TGD
promedio
2/11 1.20 1.25 0.762 0.837 0.729 0.720
4711 1.50 1.10 0.693 0.672 0.690 0.716
“ 6/12 1.58 1.09 0.759 0.816 0.717 0.744
6/DB_42 1.19 1.01 0.686 0.720 0.644 0.695
7 113 1.45 1.49 0.700 0.642 0.635 0.822
1/DB_26 1.18 1.92 0.621 0.607 0.447 0.809

7.3.2. Mapa 2D-TAD

Para la construccidn del mapa 2D-TAD se recopilaron las actividades contra E. histolytica de algunos
de los compuestos mencionados anteriormente, ya que no toda la base de compuestos posee datos de
actividad para este protozoario. Obteniendo un total de 67 compuestos con actividades reportadas. Esto se
realizé con el fin de estudiar la relacion estructura-actividad para los tres parasitos. Es importante destacar
que este es el primer trabajo en donde las tres actividades se estudian utilizando métodos de
quimioinformatica.

La Figura 33 muestra el mapa en dos dimensiones de la triple diferencia de actividad (2D-TAD) que
contiene a los pares de compuestos con actividad contra los tres protozoos, considerando sélo aquellos
pares con mas de una unidad logaritmica de diferencia de actividad contra E. histolytica (498 pares). Esta
figura también muestra el mapa 2D-TAD con uno y dos cambios en los sustituyentes en el nucleo del
bencimidazol (74 pares), destacando los pares identificados en regiones TZ1, TZ3 y TZ4 y mostrando sus
estructuras quimicas, actividad bioldgica, cambio estructural y la direccidn en la selectividad. En la Tabla 15
debajo contiene la diferencia de actividad y valores de similitud estructural para cada par basados en los

fingerprints utilizados.
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Figura 33. (A) Mapa en dos dimensiones de la triple diferencia de actividad para los compuestos con mas
de una unidad logaritmica en la diferencia de actividad contra E. histolytica (498 pares). El “pan activity cliff’
y los “activity switches” estan identificados en (B) el mapa 2D-TAD para una y dos sustituciones en el nucleo
del bencimidazol (74 pares). Los cambios estructurales para cada par se encuentran en rojo.
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Tabla 15. Diferencia de actividad y la similitud estructural promedio basada en los fingerprints utilizados para
cada par

AplCso  AplCso  AplCso Similitud

Region  Par Gi v Eh Promedio MACCS piDAPH3 TGD

TZ1 4/11 1.50 1.10 1.12 0.693 0.672 0.690 0.716

173 2/DB_95  1.14 0.86 1.14 0.708 0.661 0.588 0.874
3DB 95 125 0.25 1.13 0.618 0.589 0.440 0.824

TZ4 1/DB_95  0.20 1.24 1.06 0.712 0.651 0.622 0.862

El par identificado en la regiéon de TZ1 (4/11) corresponde a un “Pan Activity Cliff” en el que la
sustitucion del &tomo de hidrégeno por un grupo metilo en la posicién 1 'y la sustitucion de 3-clorofenil por 4-
nitropiridina de la carboxamida en la posicion 5 aumenta sustancialmente la actividad contra los tres
protozooarios.

En las regiones TZ3 y TZ4 se identificaron como “Activity switches” a los pares 1/3, 1/DB_95,
2/DB_95 y 3/DB_95. Vale la pena sefialar que el compuesto DB_95 tiene actividad importante contra E.
histolytica y se identifica en los tres casos. La doble sustitucion del hidrégeno por grupo voluminoso en la
posicién 5 y un grupo voluminoso por cloro en la posicién 6 del nicleo de bencimidazol en el compuesto 1
aumenta la actividad para la T. vaginalis. Del mismo modo, la actividad se incrementa en contra de G.
intestinalis con el mismo patrén de sustitucion en los compuestos 2 y 3.

Estos “Selectivity switches” sugieren que el compuesto DB_95 es selectivo para E. histolytica, y
confirman que 3 es selectivo para G. intestinalis mientras que 1 es selectivo para T. vaginalis (observado
previamente en el mapa DAD). Este anélisis nos permitio confirmar que los compuestos 1-metil-2-(metiltio)-
bencimidazoles con sustituyentes voluminosos en la posicion 6 mejoran la actividad contra E. histolytica,
mientras que el patrén de sustitucion 1,5 es favorable para los protozooarios restantes. Es importante
destacar que un grupo aromatico sin sustituir muestra mejor actividad contra T. vaginalis, mientras que se

prefieren sustituyentes nitroaromaticos para la actividad amebicida y giardicida.
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8. HALLAZGOS IMPORTANTES

En este trabajo se estudiaron las relaciones estructura-actividad de los grupos B y C de carboxamidas
bencimidazélicas. Como se menciond anteriormente en el grupo B se encuentran las carboxamidas que
poseen como sustituyentes distintos heterociclos mientras que el grupo C contiene a las carboxamidas con
sustituyentes de tipo fenilo. Las caracteristicas estructurales que las moléculas pertenecientes a cada grupo
deben poseer para ser compuestos activos frente a los tres protozoarios de interés, son diferentes para cada

grupo y se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Relaciones estructura actividad para los grupos de carboxamidas By C

Carboxamidas del grupo B

El cloro como sustituyente favorece la R2= cl, R3=H
actividad contra G. intestinalis

El heterociclo no sustituido favorece la «—— R?=H, R®=H
actividad contra T. vaginalis

La presencia de un grupo nitro favorece <« R2= H, R3= NO = | \>—SCH3
la actividad contra los tres protozoarios N
Cl
'\ I
\.\R/,:‘
e
Disminuye la «—— H, CH
actividad contra los
tres protozoarios l
Favorece la

actividad contra los
tres protozooarios

Carboxamidas del grupo C

Disminuye la

—N
/ » actividad contra los
@\ \ o S/\/N 7 tres protooarios
SH — Favorece la
ol L

actividad contra los

’\ 1\ tres protozooarios
‘\__,/ .
—
Favorece la Favorece la
actividad contra los =~ H, CH — > actividad contra G.
T. vaginalis intestinalis 'y E.
histolytica

Al plantear alguna serie de carboxamidas bencimidazdlicas para su sintesis y evaluacién como
antiprotozoarios es importante tomar en consideracidn el grupo al cual pertenecen las moléculas y asi decidir

la naturaleza de los sustituyentes en el nucleo del bencimidazol.
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo se sintetizé una serie de doce carboxamidas bencimidazélicas en cantidad y pureza
suficientes para su caracterizacion. Los compuestos se obtuvieron mediante una ruta sintética optimizada
para lograr los mejores rendimientos.

Se evaluo la actividad antiprotozoaria de la serie de compuestos mediante ensayos in vitro contra
los protozooarios G. intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis. Todos los compuestos mostraron mayor
actividad giardicida respecto a MTZ pero no superaron a ABZ y NTZ. Como amebicidas casi todos los
compuestos resultaron mas potentes que el MTZ a excepcidn de LFC1 y LFC3. Con respecto a T. vaginalis
solo los compuestos LFC2a y LFC4a mostraron mayor actividad respecto al MTZ.

El compuesto LFC4a resulté un potente tricomonicida ya que es mas activo que los tres farmacos
de referencia

Los compuestos disefiados empleando la estrategia de hibridacion molecular no resultaron mas
activos que los compuestos de partida. Esta informacién nos permitird conocer las caracteristicas
estructurales mas importantes para obtener carboxamidas bencimidazoélicas con actividad antiprotozoaria.

Los mapas DAD y 2D-TAD permitieron estudiar las relaciones estructura actividad para los tres
protozoarios utilizando algunos compuestos de la quimioteca del Laboratorio 122. Mediante el uso de estas
herramientas quimionformaticas se detectaron “activity cliffs”, “dual activity cliffs”, “selectivity cliffs” y “pan
activity cliffs”. Ademas se observo la importancia de los heterociclos como sustituyentes de las carboxamidas
y laimportancia del patrén de sustitucion 1,5y 1,6 en las carboxamidas bencimidazélicas. Con la informacién
generada es posible identificar caracteristicas importantes para obtener compuestos potentes selectivos para
alguin parasito o de amplio espectro.

Con los resultados de este trabajo sera posible disefiar carboxamidas bencimidazélicas con actividad

antiprotozoaria y aumentar la quimioteca de compuestos del grupo de investigacion.
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10. PERSPECTIVAS

A partir de la informacién generada al estudiar las relaciones estructura actividad de las carboxamidas
bencimidazédlicas con actividad antiprotozoaria, es posible disefiar una serie de compuestos que cumpla con
las caracteristicas estructurales necesarias para ser potentes antiprotozoarios. Las moléculas propuestas se

muestran en la Figura 34.
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Figura 34. Serie de carboxamidas propuesta para su sintesis y evaluacion

Los compuestos de esta serie brindaran informacién sobre la importancia del tipo de sustituyente en

la posicion 2 del nucleo del bencimidazol en este tipo de carboxamidas con sustituyentes heterociclicos.
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11. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

11.1. Instrumentacién

El peso de las sustancias se determin6 en una balanza granataria SCIENTECH SL600, o bien, en
una balanza analitica Sartorius A210P. Para efectuar las reacciones a temperatura constante se empled una
parrilla IKA modelo RCT basica con sensor de temperatura modelo IKA ETS-D4 fuzzy. La hidrogenacion
catalitica se realizo en un hidrogenador marca Parr Modelo 3926EG con 60 Ib/in2 y 80 °C como capacidad
maxima, adaptado con un tanque de hidrégeno INFRA y como catalizador Ni-Raney marca Aldrich. La
determinacion de los puntos de fusion (p.f) se realiz6 en un aparato Buchi modelo B-540, utilizando capilares
de vidrio y no estan corregidos. La concentracion de las soluciones se realiz6 a presion reducida por medio
de un rotaevaporador Biichi Modelo R-215 con condensador vertical de dedo frio y bafio B-491. El
condensador se llend con liquido refrigerante de automdvil y se enfrid con un elemento refrigerante en espiral
Brinkmann modelo IC30. Para disminuir la presion del sistema (hasta 1 mmHg) se utilizé una bomba de vacio
marca Vacuubrand modelo PC 610 con regulador de vacio integrado CVC2. La determinacién de los
espectros de RMN 'H y RMN 13C se realizaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI)
de la Facultad de Quimica, UNAM. Para ello se empled un espectrémetro Varian Modelo Utility Inova de 300
MHz, utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna y sulfoxido de dimetilo hexadeuterado
(DMSO0-d6) como disolvente. Los espectros de masas (EM) se determinaron en un equipo de espectroscopia
de masas acoplado a cromatografia de liquidos. Los espectros de IR se determinaron en un
espectrofotometro de transformada de Fourier, marca Perkin EImer modelo Espectrum 400.

Reactivos y disolventes: las materias primas iniciales se adquirieron de la casa Sigma-Aldrich y se
utilizaron como tales sin ninguna purificacion. De la misma casa se adquirio el catalizador Ni-Raney
suspendido en agua alcalina. Los disolventes empleados en las reacciones fueron del grado RA'y QP.

11.2. Sistemas cromatograficos

El avance de las reacciones y la pureza de los compuestos se observaron por cromatografia en capa

fina (ccf) utilizando placas de vidrio cubiertas con gel de silice 60 GF-254 (Merck). Los compuestos organicos

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

69



PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
|

Sistema Composicion Proporcion
I Cloroformo-Metanol 95:5
I Cloroformo-Metanol 90:10
i Cloroformo-Metanol 80:10
v Acetato de etilo-Metanol 80:20

Para la separacion cromatografica por la técnica de cromatografia en columna flash se utilizd una columna
de vidrio empacada con gel de silice 60 (Merck), con un tamafio de particula 0.04-0.063 mm y malla 230-
400.

11.3. Técnicas para la preparacion de intermediarios

11.3.1. Sintesis de 2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2)

6

8 7
MeOOC _ 1 5
Il
ClI” 2 NO,

3

2
P.M. 215. 59

En un matraz redondo de una boca esmerilada 24/40 de 500 mL, adaptado a un embudo de adicién,
se disolvieron 50 g (0.2480 mol) de acido 2-cloro-4-nitrobenzoico (1) en 200 mL de acetona. A continuacion
se adicionaron 26.29 g (1 eq. 0.2480 mol) de carbonato de sodio suspendidos en 40 mL de agua, en este
punto la mezcla se mantuvo en agitacion vigorosa durante 10 minutos. Una vez pasado este tiempo, se
verificd que el pH estuviera en 7, por lo que se procedi6 a la adicion, mediante goteo continuo, de 47.1 mL
(2 eq. 0.496 mol) de sulfato de dimetilo. Terminada la adicién, la mezcla de reaccién se dejo en agitacion
durante 2 horas 30 minutos, la ccf reveld la ausencia del acido materia prima 1. El disolvente se retird de la
mezcla de reaccidn con el rotaevaporador, se agregd agua con hielo al matraz de reaccién obteniendo un
solido amarillo claro, éste se separ6 por filtracion al vacio y se lavd repetidamente con agua fria dando 5.32
g (99.50%) de producto crudo. Una muestra 0.73 g se recristalizé de MeOH dando 0.71 g de cristales blancos
(97%) con Rf 0.63 (Sistema 1) y un p.f. de 76-76.5 °C. (Soluble en acetato de etilo)

Espectro 1. IR cm: 3100 y 3039 (C-H aromético), 2967 (- CHs), 1718 (C=0), 1523 (-NOz), 1293
(C-O-C). Espectro 2. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 3.94 (s, 3H, CHs éster), 8.06 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-3);
8.30 (dd, J=8.6, 2.2 Hz, 1H, H-5), 8.40 (d, J=2.2 Hz, 1H, H-6). Espectro 3. RMN *3C (TMS, DMSO-d6) ppm:
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53.6 (C-8), 122.8 (C-5), 125.9 (C-3), 132.4 (C-6), 132.9 (C-2), 136.2 (C-1), 149.7 (C-4), 164.9 (C-7). Espectro
4. EM (IENID) m/z: 215 (M¥, 22%), 217 (M+2,7%), 184 (M-31,100%).

11.3.2. Sintesis de 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3)

8 7 6
MeOOC . _ 1 5
m
Cl" 2 NH,

3
3
P.M. 185. 60

En una botella de hidrogenacion de 500 mL se suspendieron 25 g (0.1159 mol) de 2-cloro-4-
nitrobenzoato de metilo (2) en 250 mL de MeOH, en seguida se adicionaron 7.5 g (30% en peso) de
catalizador Ni/Raney, previamente lavado con agua y posteriormente con MeOH. La botella de hidrogenacion
se coloco en el hidrogenador, se purgd por triplicado con hidrégeno; la reaccion se llevé a cabo a temperatura
ambiente, con la adicion de hidrégeno. Después de 3 horas 30 minutos el consumo de hidrogeno cesd y la
CCF demostré la ausencia de la materia prima 2. La mezcla de reaccién se filtr6 en una cama de celita,
posteriormente se retird el disolvente en un rotaevaporador. Se obtuvieron 20.44 g (95.02%) de un sélido
café claro con Rf0.5 (Sistema ) y p.f. de 108.5-109.5 °C. (Soluble en acetona).

Espectro 5. IR cm-': 3426 y 3336 (Ar-NH); 3221 (C-H aromatico); 2951(-CHs); 1702 (C=0 de éster);
1264 (C-O-C, de éster).Espectro 6. RMN 'H: (TMS, CDCl3) ppm: 3.714 (s, 3H, -CHs de éster); 6.171 (sa,
2H, int. con D20, NHy); 6.496 (dd, J+=8.7 Hz, J>= 2.4 Hz, 1H, H-5); 6.617 (d, J=2.4 Hz, 1H, H-3); 7.626 (d,
J=8.4 Hz, 1H, H-6). Espectro 7. RMN 13C (TMS, DMSO-d6) ppm: 51.79 (C-8); 112.01 (C-5); 114.4 (C-3);
115.01 (C-1); 133.95 (C-6); 133.15 (C-2); 153.86 (C-4); 165.21 (C-7). Espectro 8, EM: IE/ID m/z: 185 (M+,
55%); (M+2, 18%); 154 (M-31, 100%).

11.3.3. Sintesis de 4-acetamido-2-clorobenzoato de metilo (4)

8 7 6
MeOOC._ 1
)
<
Cl™ 2 NH © “CH,4

3 10
4
P.M. 227.64

En un vaso de precipitados de 250 mL provisto de termdmetro, agitador de vidrio y bafio de hielo, se
colocaron 20 g (0.1077 mol) de 4-amino-2-clorobenzoato de metilo (3) y 30 mL de &cido acético. Lentamente
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se adicionaron 10.2 mL (1 eq. 0.1077 mol) de anhidrido acético evitando que la temperatura rebasara los 40
°C, terminada la adicion la mezcla de reaccion se dejé en agitacion vigorosa por 30 minutos a temperatura
ambiente. Después de este tiempo la ccf mostrd una coversion total de la materia prima, por lo que la mezcla
de reaccion se vertié en agua con hielo y se agité vigorosamente con un agitador de vidrio. El sélido blanco
formado se separd por filtracién al vacio y se lavd repetidamente con agua fria. Se obtuvieron 22.64 g
(92.34%) de producto con un Rf0.38 (Sistema I) y p.f. de 114.8-115.4 °C. (Soluble en acetato de etilo).
Espectro 9. IR cm-': 3260 (N-H), 3186 y 3106 (C-H aromético), 2992 Y 2948 (-CHa), 1722, 1674
(C=0), 1250 (C-O-C). Espectro 10. RMN H (TMS, DMSO-d6) ppm: 2.08 (s, 3H, CH3 amida), 3.81 (s, 3H,
CHs éster), 7.57 (dd, J = 8.6, 2 Hz, 1H, H-3), 7.86 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-5), 7.93 (d, J = 2 Hz, 1H, H-6), 10.39
(s, TH, N-H). Espectro 11. RMN *3C (TMS, DMSO-d6) ppm: 24.6 (C-10), 52.6 (C-8), 117.2 (C-5), 120.4 (C-
3), 123.3 (C-1), 132.9 (C- 6), 133.6 (C-2), 143.8 (C-4), 165.1 (C-7), 169.7 (C-9). Espectro 12. EM (IE/ID)
m/z: 227 (M+, 22%), 229 (M+2, 7%) 185 (M-42, 60%), 154 (M-73, 100%).

11.3.4. Sintesis de 4-acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5)

8 7 6
MeOOC._ 1 5 NO,
o)
A
Cl™ 2 NH @ “CH,4

3 10
5
P.M. 272.64

En un vaso de precipitados de 1 L provisto de termémetro, embudo de adicion y bafio de hielo, se
disolvieron 20 g (0.0890 mol) de 4-acetamido-2-clorobenzoato de metilo (4) en 40 mL de acido sulfurico
concentrado, manteniendo una agitacion vigorosa hasta obtener una solucién homogénea y controlando la
temperatura por debajo de 10 °C. Se asegurd que la temperatura estuviese entre 0-5 °C para posteriormente
adicionar, gota a gota, 6.36 mL (1.2 eq. 0.1068 mol) de acido nitrico, manteniendo la reaccion en el rango de
temperatura indicado (0-5 °C). Al término de la adicion, 2 horas 30 minutos, la reveld conversion total de la
materia prima y la formacién de dos productos en proporcién 60:40 aproximadamente. La mezcla de reaccion
se vertio en 2 L de agua con hielo y se agitd vigorosamente. El sélido se separd por succion, se lavo
repetidamente con agua fria y se dej6 secar al aire. Se obtuvieron 22.51 g (92.77%) de un s6lido amarillo
claro. El producto crudo se recristalizd de AcOEt obteniendo 18.54 g (82.4%) de cristales amarillos con Rf
0.72 (Sistema I) y p.f 138.9-139.7 °C. (Soluble en etanol).

Espectro 13. IR cm: 3341 (-N-H), 3124 Y 3091 (C-H DE Ar), 2953 (-CHs), 1731'Y 1715 (-C=0),
1611 (-NO2), 1567 (Ar-NO2), 1230 (CO-O-CHz). Espectro 14. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 2.14 (s, 3H,
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CHs amida), 3.88 (s, 3H, CHs éster), 8.04 (s, 1H, H-3), 843 (s, 1H, H-6), 10.54 (s, 1H, N-H)
Espectro 15. RMN 13C (TMS, DMSO-d6) ppm: 24.3 (C- 10), 53.3 (C-8), 124.6 (C-3), 125.9 (C-1), 129 (C-6),
135.6 (C-5), 138.1 (C-2), 139.2 (C-4), 163.5 (C-7), 169.6 (C-9). Espectro 16. EM (IE/ID) m/z: 272 (M+, 8%),
230 (M-42, 97%) 199 (M-73, 100%).

11.3.5. Sintesis de 4-[acetil(metil)lamino]-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6)

8 7 6
MeOOC 1 5 N02
0
’ Ik
cl” 2 N“10CH,
3 | 1

6 CHs
P.M. 286.66

Se colocaron 30 g (0.110 mol) del 4-acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo en un matraz
redondo de 3 bocas adaptado con bafio de hielo, termometro, embudo de adicion, agitacién magnética y
atmosfera de nitrégeno. Se fueron adicionando gota a gota 42 mL (0.440 mol) de (CH3)2SO4 con agitacion
constante. Posteriormente se gote6 muy lentamente una solucién concentrada de NaOH (17.6 g en 18 mL
de agua.) manteniendo la temperatura entre 10-15°C. Se dejo reaccionar por 50 min y se realizé ccf con lo
que se comprobd la ausencia de materia prima. La mezcla de reaccion se agregd a 100 g de hielo con lo que
se formé un sélido amarillo muy claro el cual se filtr6 al vacio, se lavé con abundante agua y se hizo una
extraccion solido-liquido con metanol frio logrando obtener el producto puro con 84.5% de rendimiento. El
punto de fusion fue de 107.8-108.4 °C y con Rf 0.63 (sistema I). Del sélido se tomd una pequefia fraccion y
se recristaliz6 de MeOH.(Soluble en acetona).

Espectro 17. IR cm-1: 3051 y 3027 (C-H aromético), 2965 (-CHs), 1739 (C-O-C=0), 1664 (N-C=0),
1608 (-NO2), 1341 (COO-CHz3). Espectro 18. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 2.14 (s, 3H, CHs amida), 3.88
(s, 3H, N-CHs), 3.91 (s, 6H, CHs éster), 8.04 (s, 1H, H-3), 8.43 (s, 1H, H-6), 10.54 (s, 1H, N-H). Espectro 19.
RMN 13C (TMS, DMSO-d6) ppm: 22.4 (C-11), 36.4 (C-9), 53.7 (C-8), 126.9 (C-3), 130.27 (C-1), 132.6 (C-6),
135.4 (C-2), 135.9 (C-5), 148 (C-4), 164.1 (C-7), 171.2 (C-10). Espectro 20. EM (IE/ID) m/z: 195 (M-61, 76%)
244 (M-42, 100%).
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11.3.6. Sintesis de 2-cloro-4-(metilamino)-5-nitrobenzoato de metilo (7)

8 7 6
MeOOC_ 1 5 NO,
jCE
Cl 2 NH

3 |
7§
P.M. 244.63
En un matraz redondo de una boca de 500 mL, provisto de un condensador, se suspendieron 15 g
(0.0550 mol) de 4-[acetil(metil)amino]-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (6) en 180 mL de MeOH a
temperatura ambiente, posteriormente se adicionaron, gota a gota, 20 mL de &cido sulfurico. La mezcla de
reaccion se calento a reflujo y se mantuvo en agitacién constante durante 8 horas. Pasado este tiempo la ccf
mostré la conversién total de la materia prima, por lo que la mezcla de reaccion se dejé enfriar a temperatura
ambiente, dando lugar a la formacidn de un precipitado naranja que posteriormente se separd por filtracion
al vacio, se lavé con 50 mL de MeOH vy posteriormente con agua, se dejo secar al aire dando 11.23 g
(88.54%) de un soélido amarillo-naranja. El producto crudo se recristalizo de MeOH, obteniendo 9.25 g
(82.4%.) de cristales de color naranja con Rf0.73 (sistema I) y un p.f 191.4-192.5 °C. (Soluble en etanol).
Espectro 21. IR cm': 3389 (-N-H), 3114 (C-H aromatico), 2921 (-CHs), 1732 (-C=0), 1619 (-NOy),
1568 (Ar-NO2), 1215 (CO-O-CHs). Espectro 22. RMN H (TMS, DMSO-d6) ppm: 2.99 (d, J = 5 Hz, 3H, N-
CHs), 3.81 (s, 3H, CHs éster), 7.07 (s, 1H, H-3), 8.62 (s, 1H, H-6), 8.58 (q, J = 4.9 Hz, 1H, N-H). Espectro
23. RMN *3C (TMS, DMSO-d6) ppm: 30.6 (C-9), 52.6 (C-8), 114.1 (C-3), 116.5 (C-1), 129.7 (C-6), 131.5 (C-
5), 140.9 (C-2), 147.6 (C-4), 163.7 (C-7).Espectro 24. EM (IE/ID) m/z: 195 (M-79, 50%) 240 (M-4, 100%),
244 (M+, 53%) 246 (M+2, 18%).
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11.3.7. Sintesis de 5-amino-2-cloro-4-(metilamino) benzoato de metilo (8)

H3;COOC . : :NHZ
Cl NH

I
8 CHs

P.M. 214.64

En una botella de hidrogenacion de 500 mL se suspendieron 25 g (0.1021 mol) de 2-cloro-4-
(metilamino)-5-nitrobenzoato de metilo (7) en 250 mL de MeOH y enseguida se adicionaron 7.5 g (30% en
peso) de Ni/Raney, previamente lavado con agua y MeOH. Una vez terminada la adicion del catalizador, la
botella de hidrogenacion se colocd en el hidrogenador; el sistema se purgd tres veces con Hy. Durante 3
horas 30 minutos se llevé a cabo la adicién de hidrdgeno, a temperatura ambiente; después de este tiempo
el consumo de hidrogeno cesé y se decidi6 terminar la reaccion. La ccf demostro la conversién total de la
materia prima (7), la mezcla de reaccion se filtr6 en una cama de celita, para retirar el catalizador y
posteriormente se concentré el disolvente en un rotaevaporador. Se obtuvieron 20.11 g (92.47%) de un sélido
café claro con un Rf 0.48 (Sistema I). El producto sin tratamiento posterior se utilizd en la siguiente

reaccion.(Soluble en metanol).

11.3.8. Sintesis de 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol carboxilato de metilo (9)
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P.M. 256.71

En matraz redondo de tres bocas de 500 mL, provisto de embudo de adicion, condensador en posicion de
reflujo, termémetro y atmosfera de nitrdgeno, se mezclaron 20 g (0.0932 mol) de 5-amino-2-cloro-4-
(metilamino) benzoato de metilo (8) en 250 mL de EtOH a temperatura ambiente. Posteriormente se
adicionaron 14 g de KOH (2.5 eq. 0.2329 mol) disueltos en 50 mL de agua. Después de 10 minutos de
agitacién, se adicionaron lentamente 12 mL (2 eq. 0.1864 mol) de disulfuro de carbono. Una vez terminada
la adicion, la mezcla de reaccién se calentd a una temperatura de 65 °C durante 3 horas. La ccf revelo
conversion total de la materia prima. La mezcla de reaccion de vertié en agua con hielo, se puso en agitacion
y luego se adiciond lentamente &cido acético glacial al 20% hasta un pH 5. El sdlido formado se separo al

vacio, se lavd con agua helada en repetidas ocasiones y se seco al aire.
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Se obtuvieron 18.92 g (78.20%) de un solido café claro que en ccf mostrd una sola mancha con Rf 0.53
(Sistema I). Una muestra de 1.52 g se recristalizd en EtOH/DMF obteniendo 1.21 g (80%) de un sélido blanco
con un p.f. de 254.1-255 °C. (Soluble en DMF).
Espectro 25. IR cm': 3242 (S-H), 3072 Y 3023 (C-H-aromatico), 2949 (-CHs), 1701 (C=0), 1628
(C=N), 1242 (CO-O-CHs). Espectro 26. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 3.63 (s, 3H, N-CHa), 3.84 (s, 3H,
CHs éster), 7.54 (s, 1H, H-7), 7.62 (s, 1H, H-4), 13.10 (s, 1H, S-H). Espectro 27. RMN 13C (TMS, DMSO-d6)
ppm: 30.7 (C-10), 52.9 (C-12), 112 (C-7), 123.6 (C-4), 123.9 (C-6), 127 (C-5), 129.7 (C-8), 136.5 (C-9), 165.5
(C-11), 171.7 (C-2). Espectro 28. EM (IE/ID) m/z: 225 (M-31, 64%), 256 (M+, 100%), 258 (M+2, 39%).

11.3.9. Sintesis de acido 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10)
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En matraz redondo de dos bocas de 100 mL acondicionado con un condensador, se mezclaron con
agitacién 5 g (0.0194 mol) de 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol carboxilato de metilo (9) en
25 mL de MeOH. Posteriormente se adicionaron 2.1 g (2 eq. 0.0388 mol) de KOH disueltos en 5 mL de agua.
La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion durante 20 minutos. Pasado este tiempo, la reaccion se
calent6 a 70 °C durante 2 horas. La ccf revel6 conversion total de la materia prima, por lo que la mezcla de
reaccion se vertio en agua con hielo y se ajusté el pH a 4 con &cido acético al 20%. El sdlido se separ6 al
vacio, se lavo con agua helada y se dejé secar al ambiente, dando 2.80 g (59.28%) de un sélido blanco, el
cual se recristalizd de MeOH obteniendo 2.68 g (96%) de cristales blancos con Rf 0.35 (Sistema lll) y p.f. de
325.3-326.8 °C. (Soluble en DMSO).

Espectro 29. IR cm-': 3343 (HO-); >3000 (C-H aromatico); 2700 (-CHs); 1691 (C=0); 1627 (C=N);
1137 (C=S). Espectro 30. RMN 1H (TMS, DMSO-d6) ppm: 3.62 (s, 3H, N-CHs); 7.57 (s, 2H, H-4, H-7), 13.04
(s, 2H, COOH, SH). Espectro 31. RMN 13C (TMS, DMSO-d6) ppm: 30.55 (C-10), 111.94 (C-7), 112.09 (C-
4), 125.03 (C-6), 127.02 (C-5), 129.75(C-8), 136.24 (C-9), 166.77 (C-11), 171.45 (C-2). Espectro 32. EM
(ESILC) m/z: 244 (M+2, 30 %); 242 (M, 100 %)
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11.3.10. Sintesis de 1-(2-cloroetil)-1H-imidazol (11)
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En un matraz redondo de 100 mL, adaptado con un condensador, se colocd una mezcla de 5.0 g
(0.0736 mol) de imidazol, 0.5017 g (0.0016 mol) de BusNBr, 21.2 g (0.1534 mol) de K2COs3, 27.5 g (0.4901
mol) de KOH y 100 mL (1. 2631 mol) de 1,2-dicloroetano. La mezcla de reaccion se calenté a 50 °C por 4
horas con agitacion vigorosa. Pasado este tiempo la mezcla de reaccion se filtré por gravedad y se lavo con
diclorometano. El filtrado se lavd con salmuera tres veces, la fase organica se secé con sulfato de sodio
anhidro y se evapor6 el disolvente a presion reducida. Se obtuvo un liquido amarillo palido con Rf 0.39
(Sistema V)

11.3.11. Sintesis de 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (12)
13 11

4
MeOOC._s s N
-
\
cre 8N CHj

7 \ 12
3
12 10
P.M. 270.73

En un matraz redondo de una boca de 100 mL acondicionado con embudo de adicién y bafio de
agua helada (5 °C) se disolvieron 10 g (0.0389 mol) de 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-
5-carboxilato de metilo (9) en 50 mL de acetona. A la solucion se le adicionaron 2.42 g de KOH (1.1 eq.
0.0428 mol) disueltos en 10 mL de agua y posteriormente se agregaron, gota a gota, 2.5 mL (1 eq. 0.0389
mol) de yoduro de metilo. Terminada la adicidén de los reactivos, la reaccion se mantuvo en agitacién a
temperatura ambiente durante 4 horas, después de este tiempo la ccf revel6 la conversion total de la materia.
La mezcla de reaccion se vertio en agua con hielo y se ajustd el pH con &cido acético hasta un valor de 7;
posteriormente se filtré al vacio, se lavé repetidas veces con agua y se dejo secar al aire dando un solido
blanco. El producto crudo se recristalizé de EtOH dando 2.18 g (84%) de cristales blancos con un Rf 0.39
(Sistema I1) y un p.f. de 113.3-114.3 °C. (Soluble en DMF).
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Espectro 33. IR cm1: 3080 y 3006 (C-H-aromatico), 2948 y 2930 (-CHs), 1720 (C=0), 1616 (C=N),

1265 (CO-O-CHs3). Espectro 34. RMN H (TMS, DMSO-d6) ppm: 2.76 (s, 3H, S-CH3), 3.71 (s, 3H, N-CHj),

3.88 (s, 3H, CHs éster), 7.78 (s, 1H, H-7), 7.98 (s, 1H, H-4). Espectro 35. RMN 13C (TMS, DMSO-d6) ppm:

14.5(C-11), 30.7 (C-10), 52.8 (C-13), 112 (C-7), 120.3 (C-4), 123.1 (C-6), 125.5 (C-5), 139.9 (C-8), 141.4 (C-

9), 157 (C-2),166.4 (C-12). Espectro 36. EM (IE/ID) m/z: 237 (M-33, 49%), 239 (M-31, 51%), 270 (M+,
100%), 272 (M+2, 38%).

11.3.12. Sintesis de acido 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1H-bencimidazol-5-carboxilico (13)
12

4
HOOC_5 9 N
-
\
ci’e 8 "N CHj

7 1

13
P.M. 256.71

En matraz redondo de dos bocas de 100 mL, acondicionado con una columna Vigreux y termémetro,
se mezclaron con agitacion 5 g (0.0184 mol) de 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1H-bencimidazol-5-carboxilato de
metilo (12) en 25 mL de MeOH. Posteriormente se adicionaron 2.1 g (2 eq. 0.0369 mol) de KOH disueltos en
5 mL de agua. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion durante 20 minutos. Pasado este tiempo, la
reaccion se calentd a 70 °C durante 2 horas. La ccf reveld conversion total de la materia prima, por lo que la
mezcla de reaccion se vertid en agua con hielo y se ajustd el pH a 4 con &cido acético al 20%. El sélido se
separo al vacio, se lavo con agua helada y se dejo secar al ambiente, dando 2.80 g (59.28%) de un sélido
blanco, el cual se recristalizo de EtOH obteniendo 2.68 g (96%) de cristales blancos con Rf0.20 (Sistema )
y p.f. de 252-253 °C. (Soluble en DMSO).

Espectro 37. IR cm-1: 3450 (HO-); >3000 (C-H aromatico); 2933 y 256 (-CHs); 1699 (C=0); 1613
(C=N); 1255 (C-S-CHs).Espectro 38. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 2.74 (s, 3H, S-CHs), 3.68 (s, 3H, N-
CHa), 7.74 (s, 1H, H-7), 7.94 (s, 1H, H-6), 13.03 (s, 1H, COOH). Espectro 39. RMN *3C (TMS, DMSO-d6)
ppm: 14.6 (C-11), 30.6 (C-10), 111.9 (C-7), 120.2 (C-4), 124.4 (C-6), 125.6 (H-5), 139.6 (C-8), 141.4 (C-9),
156.7 (C-2), 167.5 (C-12). Espectro 40. EM (IE/ID) m/z: 223 (M-33, 68%), 256 (M+,100%), 258 (M+2, 39%).
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11.4. Método general de sintesis para la obtencion de los compuestos de la serie LFC1a-4a

En un matraz redondo de 50 mL, adaptado con bafio de hielo y atmésfera de nitrégeno, se colocaron

0.6 g (0.0025 mol) de acido 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol carboxilico (10) suspendidos

en 20 mL de acetonitrilo anhidro; a la suspension se agregaron 0.7 mL (2 eq. 0.005 mol) de trietilamina

previamente destilada y 1.5 equivalentes de la anilina adecuadamente sustituida. La mezcla de reaccion se

mantuvo en agitacion constante y cuando alcanzé los 0 °C se afiadieron lentamente 2.8 mL (2 eg. 0.005 mol)

de T3P®. La reaccion se trabajé de acuerdo a sus propiedades.

11.4.1. Sintesis de 6-cloro-N-(4-clorofenil)-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (LFC1a)

LFC1a
P.M. 352.24

Se sigui6 el método general de sintesis utilizando 0.478 g (1.5 eq 0.00375 mol) de 4-cloroanilina. La
reaccion se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 24 horas. Pasado este tiempo
se retiro el disolvente de la mezcla de reaccion con el rotaevaporador y se agregé agua/hielo. Se obtuvo un
precipitado blanco que se filtr6 al vacio y se dejo secar. El producto se purifico por tratamiento con 20% (w/w)
de carbon activado en MeOH a reflujo durante media hora. Posteriormente, el producto se recristalizd con
tolueno dando 0.393 g (38. 2 %) de un solido blanco con Rf0.64 (Sistema Il) y punto de fusion de 294.8-
295.4 °C. (Soluble en acetato de etilo)

Espectro 41. IR cm-: 3278 (NH- de amida); 3107 (C-H aromatico); 2940 (-CHs); 1657 (C=0 de
amida); 1591 (HN- CO); 1302 (Ar-N-R); 1134 (C=S de tiona). Espectro 42. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm:
3.64 (s, 3H, -NCHa); 7.31 (s, 1H, H-7); 7.39 (d, 2H, H-3', H-5', J= 8.9 Hz); 7.66 (s, 1H, H-4); 7.72 (d, 2H, H-
2',H-6', J=8.9 Hz); 10.58 (s, 1H, -NH-); 13.05 (sa, 1H, -NH-). Espectro 43. RMN *3C (TMS, DMSO-d6) ppm:
30.86 (C-10); 109.90 (C-4); 111.09 (C-7); 121.59 (C-3, C-5); 124.65 (C-6); 127.81 (C-4'); 129.12 (C-2', C-
6'); 129.77 (C-5); 131.22 (C-1); 135.09 (C-8); 138.37 (C-9); 165.13 (C-11); 171.05 (C-2). Espectro 44. EM
(ESILC) m/z: 354 (M+2, 10 %); 352 (M, 100 %); 226 (M-126, 18 %)
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11.4.2. Sintesis de 6-cloro-N-fenil-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(LFC2a)

LFC2a
P.M. 317.79

Se sigui6 el método general de sintesis utilizando 0.34 mL (1.5 eq 0.00375 mol) de anilina
previamente destilada. La reaccion se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 24
horas. Pasado este tiempo se retird el disolvente de la mezcla de reaccion con el rotaevaporador, el residuo
se disolvié en 30 mL de diclorometano y se extrajé con salmuera (3 x 50 mL). La fase organica se concentr6
al 50 % del volumen inicial y se purificé mediante cromatografia en columna utilizando como fase mévil una
mezcla CHCI3/MeOH (90:10).Se obtuvieron 0.306 g (38.5 %) de un sdlido blanco con Rf 0.62 (sistema II) y
punto de fusion 331.3-332.4 °C. (Soluble enacetona).

Espectro 45. IR cm: 3242 (NH- de amida); 3114 (C-H aromatico); 2941 (-CHs); 1652 (C=0 de
amida); 1596 (HN- CO); 1302 (Ar-N-R); 1136 (C=S). Espectro 46. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 3.65 (s,
1H, -NCHs-); 7.09 (t, 1H, H-4', J=7.4 Hz); 7.30 (s, 1H, H-7); 7.33 (t, 2H, H-3' H-5', J=7.9 Hz); 7.65 (s, 1H, H-
4); 7.70 (d, 2H, H-2', H-6", J= 7.9 Hz); 10.44 (s, 1H, -NH-); 12.99 (sa, 1H, -NH). Espectro 47. RMN 3C (TMS,
DMSO-d6) ppm: 30.86 (C-10); 109.86 (C-4); 111.05 (C-7); 120.05 (C-3', C-5'); 124.21 (C-4’); 124.65 (C-6);
129.19 (C-2', C-6'); 129.78 (C-5); 131.55 (C-1’); 135.00 (C-8); 139.43 (C-9); 165.05 (C-11); 171.00 (C-2).
Espectro 48. EM (ES/LC) m/z: 320 (M+2, 22 %); 318 (M, 100 %); 226 (M-92, 15 %).

11.4.3. Sintesis de 6-cloro-1-metil-N-(2-metilfenil)-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC3a)

4 6 o
4 H
3 5 9 N
T1 NHM
s cl e 8 N
T
10°
LFC3a
P.M. 331.82

Se sigui6 el método general de sintesis utilizando 0.40 mL (1.5 eq 0.00375 mol) de 2-metilanilina
previamente destilada. La reaccién se mantuvo en agitaciéon constante a temperatura ambiente durante 24

horas. Pasado este tiempo se retir6 el disolvente de la mezcla de reaccion con el rotaevaporador, el residuo
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se disolvié en 30 mL de diclorometano y se lavé con salmuera (3 x 50 mL). La fase orgénica se concentr6 al
50 % del volumen inicial y se purifico mediante cromatografia en columna utilizando como fase mévil una
mezcla CHCI3/MeOH (95:5). Se obtuvieron 0.288 g (34.7 %) de un sdlido blanco con Rf 0.65 (sistema Il) y
punto de fusidn 291.3-292.7 °C. (Soluble en acetato de etilo).

Espectro 49. IR cm: 3357 (NH- de amida); 3141 (C-H aromatico); 2991 y 2936 (-CHs);1662 (C=0
de amida); 1584 (HN- CO); 1307 (Ar-N-R); 1100 (C=S de tiona). Espectro 50. RMN H (TMS, DMSO-d6)
ppm: 2.29 (s, 3H, ArCH3); 3.67 (s, 3H, -NCH3); 7.15 (t, 1H, H-4', J = 7.1); 7.21 (sc, 1H, H-5'); 7.26 (d, 1H, H-
3,J=7.3Hz);7.36 (s, 1H, H-7), 7.45 (d, 1H, H-6', J= 7.6 Hz); 7.66 (s, 1H, H-4); 9.92 (s, 1H, -NH-); 13.02 (sa,
1H, -NH). Espectro 51. RMN 13C (TMS, DMSO-d6) ppm: 18.46 (C-12); 30.84 (C-10); 109.90 (C-4); 111.03
(C-7); 124.60 (C-6); 126.39 (C-4 C-5"); 126.44 (C-6"); 129.82 (C-5); 130.81 (C-3); 131.61 (C-1); 133.43 (C-
2'); 134.94 (C-8) 136.30 (C-9); 165.28 (C-11); 170.94 (C-2). Espectro 52. EM (ES/LC) m/z: 334 (M+2 40 %);
332 (M, 100 %); 226 (M-106, 13 %).

11.4.4. Sintesis de 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-

carboxamida (LFC4a)
5
Cl_a ,
4 6 o
4 H
Cr IO N N:
2 | Z—S
cl’ s 8 N
7 \

CH
103

LFC4a
P.M. 386.68

Se siguio el método general de sintesis utilizando 0.608 g (1.5 eq 0.00375 mol) de 3,4-dicloroanilina.
La reaccion se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 24 horas. Pasado este
tiempo se retir6 el disolvente de la mezcla de reaccidn con el rotaevaporador y se agreg6 agua/hielo. Se
obtuvo un precipitado café que se filtré al vacio y se dejé secar; la purificacion del solido se llevd a cabo
mediante una columna de dxido de aluminio y posteriormente recristalizacion con tolueno. Se obtuvieron
0.277 g (28.7 %) de un solido blanco con Rf0.68 y punto de fusion 301.6-302.8 °C. (Soluble en acetona).

Espectro 53. IR cm: 3168 (NH- de amida); 3100 (C-H Aromatico); 2940 (-CHz); 1661 (C=0 de
amida); 1531 (HN- CO); 1311 (Ar-N-R); 1097 (C=S).Espectro 54 RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 3.67 (s,
3H, -NCH3); 7.62 (s, 2H, H-4,H-7); 7.66 (dd, 1H, J1= 8.8 Hz, J>= 2.2 Hz, H-5'); 7.77 (s, 1H, H-7); 8.09 (sd, 1H,
J=2.2 Hz, H-2'); 10.77 (s, 1H, -NH-); 13.06 (sa 1H, -N-H). Espectro 55 RMN *3C (TMS, DMSO-d6) ppm:
30.87 (C-10); 109.97 (C-4); 111.16 (C-7); 120.10 (C-5'); 121.22 (C-2'); 124.66 (C-6); 125.7 (C-4'); 129.75 (C-
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3):130.77 (C-5),131.19 (C-6); 131.41 (C-1); 135.26 (C-8):139.47 (C-9); 165.38 (C-12); 171.14 (C-2).

Espectro 56. EM (ES/LC) m/z: 388 (M+2); 386 (M, 2 %); 226 (M-161, 20%).

11.5. Método general de sintesis para la obtencion de los compuestos de la serie LFC1b-4b

En un matraz redondo de una boca de 50 mL, acondicionado con una columna Vigreux, se colocd
19 (0.0039 mol) del acido 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1H-bencimidazol-5-carboxilico (13) y 1.71 mL (6 eq.
0.0234 mol) de SOCl.. La reaccion se agitd y calentd a 40 °C durante 3 horas. Una muestra analitica de la
mezcla de reaccion se derivatizd al éster del bencimidazol (12) por tratamiento con MeOH anhidro, con el
propdsito de observar la formacion completa del cloruro de &cido. Una vez terminada la formacién del cloruro
de &cido, el exceso de SOCI, se retird mediante destilacién azeotropica con 20 mL de benceno. El residuo
seco, se lavo con hexano frio (20 mL x 5), precipitando un sélido que se separ6 al vacio, y se utilizo de
manera inmediata para evitar su hidrdlisis debida a la humedad del ambiente. El cloruro del acido se coloco
en un matraz de una boca de 50 mL, se suspendidé en 20 mL de CH3CN anhidro y a la suspension se
agregaron 1.64 mL (3 eq. 0.0117 mol) de EtsN y 1 equivalente de la anilina adecuadamente sustituida. La
reaccion se agitd bajo atmosfera de nitrogeno a temperatura ambiente. Cada reaccion se trabajo de acuerdo

a sus propiedades.

11.5.1. Sintesis de 6-cloro-N-(4-clorofenil)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(LFC1b)
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LFC1b
P.M. 366.26

Se siguié el método general de sintesis utilizando un equivalente de cloruro de acido y 0.484 g
(0.0038 mol) de 4-cloroanilina, la reaccion se mantuvo en agitacion y a temperatura ambiente durante 6
horas. Pasado este tiempo se destild el disolvente con el rotaevaporador, el sélido resultante se vertié en
hielo, se filtré al vacio y se dejé secar. El producto se purifico mediante recristalizacién con MeOH obteniendo
1.08 g (78.2 %) de cristales blancos con Rf 0.86 (Sistema Il) y punto de fusién 217.5-218.3 °C. (Soluble en
acetato de etilo).

Espectro 57. IR cm-: 3272 (NH- de amida); 3173 (C-H aromatico); 2945 (-CHs); 1665 (C=0 de
amida); 1595 (HN- CO); 1312 (Ar-N-R); 1257 (C-S-CHs). Espectro 58. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 2.74
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(s, 3H, -SCHa); 3.71 (s, 3H, -NCHa); 7.41 (d, 2H, H-2', H-6', J= 8.8 Hz); 7.73 (s, 1H, H-4); 7.7 (s, 1H, H-7);
7.78(d, 2H, H-3', H-5', J= 8.9 Hz); 10.55 (s, 1H, -NH-). Espectro 59. RMN 13C (TMS, DMSO-d6) ppm: 14.19
(C-11); 30.19 (C-10); 110.65 (C-4,C-7); 121.11 (C-2, C-6'); 123.29 (C-5,C-6); 127.21 (C-4'); 128.66 (C-3', C-
5); 129.92 (C-1'); 138.18 (C-8); 141-10 (C-9); 155.70 (C-2): 165.56 (C-2). Espectro 60. EM (ES/LC) m/z:
370 (M+2,10 %); 368 (M, 100 %); 240 (M-126, 9 %).

11.5.2. Sintesis de 6-cloro-1-metil-N-fenil-2-metiltio-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC2b)
v
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LFC2b
P.M. 331.82

Se siguié el método general de sintesis utilizando un equivalente de cloruro de acido y 0.35 mL
(0.0038 mol) de anilina previamente destilada, la reaccion se mantuvo en agitacion y a temperatura ambiente
durante 8 horas. Pasado este tiempo se retir6 el disolvente con el rotaevaporador, el sélido resultante se
vertié en hielo, se filtrd al vacio y se dejo secar. El producto se purificé por tratamiento con 20% (w/w) de
carbon activado en MeOH a reflujo durante media hora. Posteriormente se recristalizd con acetona
obteniendo 0.886 g (70.3 %) de cristales blancos con Rf0.83 (Sistema I1) y punto de fusién 212.3-213.8 °C.
(Soluble en acetona).

Espectro 61. IR cm: 3243 (NH- de amida); 3189 (C-H aromatico); 2945 (-CHs); 1666 (C=0 de
amida); 1596 (HN- CO); 1311 (Ar-N-R); 1258 (C-S-CHs). Espectro 62. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 2.74
(s, 3H, -SCHs); 3.71 (s, 1H, -NCH3-); 7.10 (t, 1H, H-4', J= 7.2 Hz); 7.35 (t, 2H, H-3'H-5', J= 7.7 Hz); 7.73 (d,
2H, H-2', H-6', J= 7.9 Hz); 7.76 (s, 2H, H-4, H-7); 10.40 (s, 1H, -NH-). Espectro 63. RMN 13C (TMS, DMSO-
d6) ppm: 14.35 (C-11); 30.33 (C-10); 110.73 (C-7); 117.53 (C-4); 123.77 (C-2’, C-4’, C-6'); 128.86 (C-3', C-
5'); 130.44 (C-1); 139.41 (C-8); 141.29 (C-9); 155.73 (C-2); 165.62 (C-12). Espectro 64. EM (ES/LC) m/z:
334 (M+2); 332 (M, 100 %); 240 (M-92, 10 %).
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11.5.3. Sintesis de 6-cloro-1-metil-N-(2-metilfenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(LFC3b)
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LFC3b
P.M. 345.85

Se siguié el método general de sintesis utilizando un equivalente de cloruro de acido y 0.41 mL
(0.0038 mol) de 2-metilanilina previamente destilada, la reaccion se mantuvo en agitacién y a temperatura
ambiente durante 8 horas. Pasado este tiempo se destilo el disolvente con el rotaevaporador, el sélido
resultante se vertio en hielo, se filtrd al vacio y se dejé secar. El producto se purifico mediante tratamiento
con 20% (w/w) de carbdn activado en MeOH a reflujo durante media hora, obteniendo 0.954 g (72.6 %) de
cristales blancos con Rf 0.86 (Sistema Il) y punto de fusion 224.7-225.3 °C. (Soluble en acetona).

Espectro 65. IR cm-1: 3200 (NH- de amida); 3024 (C-H aromatico); 2978 y 2928 (-CHs); 1638 (C=0
de amida); 1524 (HN- CO); 1305 (Ar-N-R); 1277 (C-S-CHs). Espectro 66. 2.31 (s, 3H, ArCHs); 2.75 (s, 3H, -
SCHa); 3.271 (s, 3H, -NCHa); 7.15 (t, 1H, H-4', J = 7.2 Hz); 7.22 (sc, 1H, H-5); 7.26 (d, 1H, H-3', J= 7.5 Hz);
7.46 (d, 1H, H-6", J=7.6 Hz); 7.76 (s, 2H, H-4, H-7); 9.84 (s, 1H, -NH-). Espectro 67. RMN '3C (TMS, DMSO-
d6) ppm: 14.38 (C-11); 18.22 (C-13); 30.36 (C-10); 110.78 (C-7); 117.60 (C-4); 123.52 (C-6); 126.02 (C-5,C-
4');126.12 (C-6'); 130.55 (C-5); 133.22 (C-1'); 136.31 (C-2'); 138.20 (C-8) 141.32 (C-9); 155.68 (C-2); 165.79
(C-11). Espectro 68. EM (ES/LC) m/z: 348 (M+2, 38%) 346 (M, 100 %); 240 (M-106, 10 %).

11.5.4. Sintesis de 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(LFC4b)
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Se siguié el método general de sintesis utilizando un equivalente de cloruro de acido y 0.615 g
(0.0038 mol) de 3,4-dicloroanilina, la reaccién se mantuvo en agitacién y a temperatura ambiente durante 10
horas. Pasado este tiempo se destild el disolvente con el rotaevaporador, el sélido resultante se vertié en

hielo, se filtré al vacio y se dejo secar. El producto se purifico mediante una columna de 6xido de aluminio y
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posterior recristalizacién con MeOH, obteniendo 0.916 g (70.6 %) de un sélido blanco con Rf 0.88 (Sistema
1) y punto de fusion 260.3-261.1 °C. (Soluble en acetona).
Espectro 69. IR cm1: 3218 (NH- de amida); 3155 (C-H aromatico); 2938 (-CHs); 1666 (C=0 de
amida); 1525 (HN- CO); 1306 (Ar-N-R); 1253 (C-S-CHs). Espectro 70. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 2.75
(s, 3H, -SCH3); 3.72 (s, 3H, -NCH3); 7.62 (d, 1H, J= 8.8 Hz, H-5"); 7.67 (dd, 1H, Js= 8.8 Hz, J>= 2.2 Hz, H-6");
7.77 (s, 1H, H-7); 7.80 (s, 1H, H-4); 8.14 (sd, 1H, J= 2.2 Hz, H-2'); 10.72 (s, 1H, -NH-). Espectro 71. RMN
13C (TMS, DMSO-d6) ppm: 14.61 (C-11); 30.62 (C-10); 111.16 (C-4); 117.99 (C-7); 120.01 (C-6'); 121.10
(C-2'); 123.68 (C-6); 125.50 (C-5); 129.87 (C-4’); 131.15 (C-3',C-5'); 131.45 (C-1); 139.71 (C-8); 141.51 (C-
9); 156.24 (C-2); 166.21 (C-12). Espectro 72. EM (ES/LC) m/z: 402 (M+2, 92 %); 400 (M, 100%); 240 (M-
161, 10%.)

11.6. Método general de sintesis para la obtencion de los compuestos de la serie LFC1-4

En un matraz redondo de 50 mL, adaptado con una columna Vigreux, se colocaron 0.6 g de la amida
correspondiente (LFC1a-4a) suspendidos en 20 mL de acetonitrilo; posteriormente, a la suspension se
agreg6 1 equivalente de carbonato de potasio disuelto en la minima cantidad de agua. La mezcla de reaccion
se mantuvo en agitacion durante 20 minutos. Pasado este tiempo se agregaron 3 mL de 1-(2-cloroetil)-1H-
imidazol (11). Cada reaccion se trabajo de acuerdo a sus propiedades.

11.6.1. Sintesis de 6-cloro-N-(4-clorofenil)-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1H-

bencimidazol-5-carboxamida (LFC1)

Cl
4 o
4
3 13 8 N
> " NH | \>2—S
12
cre T E N\ n >
N
Gt —
LFC1 5-$N
P.M. 446.35

Se siguié el método general de sintesis utilizando como materia prima 0.6 g (0.002 mol) de LFC1a.
La reaccion se mantuvo a 50 °C durante 3 horas y a temperatura ambiente 10 horas mas. Pasado este
tiempo la ccf reveld la ausencia de materia prima LFC1a. Se destilé el disolvente con el rotaevaporador y se
agregd agua helada al liquido denso resultante. La mezcla se mantuvo en agitacién constante a 10 °C hasta

la formacién de un sélido amarillo, el cual se filtré al vacio y se dejé secar. El producto obtenido se purifico
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mediante cromatografia en columna utilizando como fase mavil acetato de etilo. Posteriormente se
recristalizo de isopropanol/agua. Se obtuvieron 0.341 g de un sélido blanco con Rf0.43 (Sistema Ill) y punto
de fusion 141.3-142.9 °C. (Soluble en cloroformo).
Espectro 73. IR ecm1: 3245 (NH- de amida); 3185 (C-H aromatico); 2940-2800 (alifaticos); 1674
(C=0 de amida); 1594 (HN- CO); 1309 (Ar-N-R). Espectro 74. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 3.69 (s, 3H,
NCHa); 3.74 (t, 2H, -SCH.- J= 6.4 Hz); 4.39 (t, 2H, -NCH.-, J= 6.4 Hz); 6.89 (s, 1H, H-4’); 7.24 (s, 1H, H-5);
7.41(d, 2H, H-3", H-5", J=8.9); 7.64 (s, 1H, H-2"); 7.78 (d, 2H, H-2", H-6", J=8.9); 7.78 (s, 1H, H-4); 7.81 (s,
1H, H-7); 10.61 (s, 1H, -NH-). Espectro 75. RMN 13C (TMS, DMSO-d6) ppm: 30.26 (C-10); 32.59 (C-11);
45.07 (C-12); 110.83 (C-4); 117.63 (C-7); 119.32 (C-6,C-5); 121.07 (C-2",C-6"); 123.48 (C-5); 127.15 (C-4");
128.51 (C-4')128.58 (C-3",C-57); 130.05 (C-1"); 137.43 (C-2'); 138.12 (C-9); 140.96 (C-2); 165.68 (C-
13).Espectro 76. EM (ES/LC) m/z: 450 (M+4, 9 %); 448 (M+2, 36 %); 446 (M, 48 %); 382 (M-64, 19 %); 380
(M-66, 78 %); 378 (M-68, 100 %); 321(M-125, 18 %); 319 (M-127, 49 %); 127 (M-319, 11 %); 95 (M-351, 20
%); 69 (M-377, 5 %)

11.6.2. Sintesis de 6-cloro-N-fenil-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (LFC2)

N
| s
cre e N\ " \ .
St iy
LFC2 5'§/N
P.M. 411.90

Se siguio el método general de sintesis utilizando como materia prima 0.6 g (0.002 mol) de LFC2a.
La reaccion se mantuvo a 50 °C durante 3 horas y a temperatura ambiente 12 horas mas. Pasado este
tiempo la ccf reveld ausencia de materia prima LFC2a. Se destilo el disolvente con el rotaevaporador
obteniendo un liquido denso color café oscuro. El producto se purificd por tratamiento con 20% (w/w) de
carbon activado en isopropanol a reflujo durante media hora. Posteriormente el producto se recristalizé de
isopropanol/agua dando 0.298 g (36.4 %) de un sélido blanco con Rf 0.40 (Sistema Ill) y punto de fusién
121.1-122.3 °C. (Soluble en acetato de etilo).

Espectro 77. IR cm-': 3242 (NH- de amida); 3191 (C-H aromatico); 2930-2800 (alifaticos); 1670
(C=0 de amida); 1600 (HN- CO); 1312 (Ar-N-R). Espectro 78. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 3.70 (s, 3H,
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NCHs); 3.74 (t, 2H, -SCHa-, J= 6.2 Hz); 4.39 (t, 2H, -NCHy-, J= 6.2 Hz); 7.02 (s, 1H, H-4); 7.10 (t, 1H, H-
4'J=7.3 Hz); 7.35 (t, 2H, H-3", H-5", J= 7.8 Hz); 7.76 (d, 2H, H-2", H-6", J= 7.2 Hz); 7.76 (s, 1H, H-4): 7.80
(s, 1H, H-7); 7.88 (s, 1H, H-2); 10.41 (s, 1H, -NH-). Espectro 79. RMN 13C (TMS, DMSO-d6) ppm: 30.74
(C-10); 32.93 (C-11); 46.00 (C-12); 111.24 (C-7); 118.04 (C-6,C-4,C-6"); 120.04 (C-5): 124.04 (C-5,C-4);
129.11 (C-4’ C-5”); 130.91 (C-1"); 138.31 (C-2); 139.65 (C-8); 141.44 (C-9); 154.00 (C-2); 165.82 (C-
13).Espectro 80. EM (ES/LC) m/z: 414 (M+2, 10 %): 412 (M, 30 %); 346 (M-66, 40 %); 344 (M-68, 100 %):
321 (M-91, 20 %); 319 (M-93, 50 %) 127 (M-285, 14 %) 95 (M-317, 20 %); 69 (M-343, 9 %).

11.6.3. Sintesis de 6-cloro-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-N-(2-metilfenil)-1H-

bencimidazol-5-carboxamida (LFC3)

N

R
LFC3 5NN
P.M. 425.93 4

Se siguio el método general de sintesis utilizando como materia prima 0.6 g (0.002 mol) de LFC3a.
La reaccion se mantuvo a 50 °C durante 4 horas y a temperatura ambiente 15 horas mas. Pasado este
tiempo la ccf revel6 ausencia de materia prima LFC3a. Se destilo el disolvente con el rotaevaporador, el
producto obtenido se lavé con éter dietilico y posteriormente se purificd mediante cromatografia en columna
utilizando como fase movil acetato de etilo. El sélido se recristalizo de isopropanol/agua obteniendo 0.246 g
(28.9 %) de un solido blanco con Rf 0.43 (Sistema Ill) y punto de fusion 98.9-100.8 °C. (Soluble en acetato
de etilo).

Espectro 81. IR cm1: 3241 (NH- de amida); 3177 (C-H aromatico); 2981-2800 (alifaticos); 1668
(C=0 de amida); 1586 (HN- CO); 1311 (Ar-N-R). Espectro 82. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 2.31 (s, 3H,
Ar-CHa); 3.69 (s, 3H, -NCH3); 3.76 (t, 2H, -SCH.- J= 6.2 Hz); 4.45 (t, 2H, -NCH,-, J= 6.2 Hz); 7.06 (s, 1H, H-
4'); 717 (t, 1H, H-4"J=7.3 Hz); 7.23 (m, 1H H-5", J=7.8 Hz); 7.26 (s, 1H, H3"); 7.37 (s, 1H,H-5"); 7.45 (s,1H,
H-6"); 7.79 (s, 2H, H-4, H-7,); 7.98 (s, 1H, H-2'); 9.86 (s, 1H, -NH-). Espectro 83. RMN 13C (TMS, DMSO-
d6) ppm: 19.55 (C-14); 31.86 (C-10); 33.93 (C-11); 47.28 (C-12); 112.35 (C-7); 119.12 (C-4); 125.10 (C-5');
127.40 (C-4"); 127.49 (C-6"); 127.56 (C-5"); 131.89 (C-1”, C-3"); 134.61 (C-2") 132.02 (C-4); 137.60 (C-2);
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139.35 (C-8); 142.53 (C-9); 154.98 (C-2); 167.06 (C-13). Espectro 84. EM (ESILC) m/z: 428 (M+2, 18 %);
426 (M, 54 %): 360 (M-66, 38 %); 358 (M-68, 100%); 321 (M-105, 30 %); 319 (M-107, 80 %); 127 (M-299, 20
%); 95 (M-331, 22 %); 69 (M-357, 25 %).

11.6.4. Sintesis de 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1H-

bencimidazol-5-carboxamida (LFC4)

N
T A
LFC4 5 Q/N

P.M. 480.80 4

Se siguio el método general de sintesis utilizando como materia prima 0.6 g (0.002 mol) de LFC4a.
La reaccion se mantuvo a 50 °C durante 4 horas y a temperatura ambiente 12 horas mas. La ccf mostré la
presencia de materia prima LFC4a por lo que se decidié mantener la reaccion en agitacion y a 50 °C durante
2 horas. Pasado este tiempo se destild el disolvente con el rotaevaporador, se agregé agua helada al
producto obtenido y se mantuvo en agitacion hasta la formacion de un precipitado café. El producto se filtro
y se dejo secar al vacio, posteriormente se purificd mediante cromatografia en columna utilizando como fase
mavil acetato de etilo obteniendo 0.226 g (23.6 %) de un sdlido blanco con Rf 0.45 (Sistema Ill) y punto de
fusion 116.8-117.5 °C. (Soluble en cloroformo)

Espectro 85. IR cm1: 3577 (NH- de amida); 3200 (C-H aromatico); 2900-2800 (alifaticos); 1676
(C=0 de amida); 1585 (HN- CO); 1304 (Ar-N-R). Espectro 86. RMN 'H (TMS, DMSO-d6) ppm: 3.70 (s, 3H,
-NCHj3); 3.74 (t, 2H, -SCH.- J= 6.4 Hz); 4.40 (t, 2H, -NCH.- J= 6.4 Hz); 6.91 (s, 1H, H-4’); 7.25 (s, 1H, H-5');
7.62 (d, 1H, H-5” J= 8.8 Hz); 7.66 (dd, 1H, H-6", J1= 8.8 Hz, J>= 2.1 Hz); 7.67 (s, 1H, H-2); 7.82 (s, 2H, H-4,
H-7); 8.14 (sd, 1H, H-2” J= 2.2 Hz); 10.75 (s, 1H, -NH-). Espectro 87. RMN 13C (TMS, DMSO-d6) ppm: RMN
13C (TMS, DMSO-d6) ppm: 30.77 (C-10); 33.07 (C-11); 45.57 (C-12); 111.42 (C-7); 118.23 (C-4); 120.07 (C-
6”); 121.17 (C-5); 123.96 (C-2"); 129.01 (C-4’); 130.07 (C-4"); 131.15 (C-2, C-5"); 131.45 (C-1"); 138.56 (C-
2'); 139.70 (C-8); 141.43 (C-9); 154.36 (C-2); 165.15 (C-13).Espectro 88. EM (ES/LC) m/z: 484 (M+4, 30
%); 482 (M+2, 92 %); 480 (M, 100%)
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APENDICE A. Base de datos de derivados del bencimidazol
Tabla A1. Estructura quimica de los bencimidazoles empleados durante el estudio y sus actividades

bioldgicas contra Giardia intestinalis (Gi), Trichomonas vaginalis (Tv) y Entamoeba histolytica (Eh).

Rj
R4 N
| \%Rz
R: N\
Re R
" Sustitucion en el bencimidazol . pClso Ref
Ri R2 R3 R4 Rs Re Gi Tv Eh
DB_1 H CF; H H H H 6.97 5.50 7.16 [a]
DB 2 CHs CF; H CF; H H 5.94 5.39 - [a]
DB_3 CHs CF; H H CF3 H 5.05 5.27 - [a]
DB 4 CHs CFs3 H Propiltio H H 4.98 6.70 - [b]
DB_5 CHs CFs H H Propiltio H 5.85 5.59 - [b]
DB_6 CHs CFs H Bencil H H 5.96 453 - [b]
DB_7 CHs CF; H H Bencil H 5.89 497 - [b]
DB_8 H CF; H Cl H H 5.89 6.35 7.66 [a]
DB_9 H CF; H F H H 6.31 5.50 - [a]
DB_10 H CFs H CFs3 H H 6.17 6.63 - [a]
DB_11 H CFs H CN H H 5.75 5.64 - [a]
DB_12 H CFs H Propiltio H H 5.82 6.46 - [b]
DB_13 H CF; H Bencil H H 5.64 4.55 - [b]
DB_14 H CF; H Br H H 6.19 5.80 5.88 [c]
DB_15 H CF; Br H Br H 6.60 6.72 7.30 [c]
DB_16 H CFs Br Br Br H 6.85 6.57 4.86 [c]
DB_17 H CFs H Br Br H 6.92 6.66 6.36 [c]
DB_18 H CFs Br Br Br Br 7.25 8.70 6.52 [c]
DB_19 H CF; H NO: NO: H 6.62 6.24 5.81 [c]
DB_20 H CaFs H Cl Cl H 6.25 6.52 6.68 [c]
DB_21 H C2Fs Br Br Br Br 7.64 5.00 6.64 [c]
DB_22 H CFs3 H 2,3-Cl2CeH30 H H 7.27 6.27 7.74 [d]
DB_23 CHs CFs H 2,3-Cl2CsH30 H H 7.52 7.80 8.05 [d]
DB_24 CHs CFs3 H H 2,3-Cl2CsH30 H 7.20 6.96 7.72 [d]
DB_25 H CF; H C10H70 Cl H 8.30 7.07 7.72 [d]
DB_26 CHs CF; H C1oH70 Cl H 7.64 6.01 742 [d]
DB_27 CHs CF; H Cl C1oH70 H 7.92 6.35 7.77 [d]
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Tabla A1. (Continuacion)

" Sustitucion en el bencimidazol . pClso Ref
R1 R2 Rs R4 Rs Rs Gi Tv Eh
DB_28 H CFs3 H Cl Cl H 7.1 6.63 7.96 [d]
DB_29 CHs CF;3 H Cl H H 7.38 6.62 7.34 [d]
DB_30 CHs CONH: H Cl H 712 6.96 - [e]
DB_31 CHs CONHCHs H Cl H 715 6.98 - [e]
DB 32 CHs CON(CHs)2 H H cl H 740 662 - €]
DB 33 CHs COOCH2CHs H H Cl H 7.32 7.72 - [e]
DB 34 CHs CH(OH)CHs H H cl H 715 6.9 - le]
DB 35 CHs COCHs H H Cl H 747 6.64 - [e]
DB_36 CHs CONH: H Cl H H 6.63 6.73 - [e]
DB 37 CHs CONHCH3 H Cl H H 6.45 6.45 - [e]
DB 38  CHs CON(CHs)2 H cl H H 6.61 6.68 - €]
DB 39 CHs COOCH2CHs H Cl H H 7.40 7.57 - [e]
DB 40  CHs CH(OH)CHs H cl H H 742 702 - le]
DB_41  CHs COCHs H Cl H H 7.30 6.88 - [e]
DB_42 CHs CONH: H Cl Cl H 6.34 6.87 - [e]
DB_42 CHs CONHCH3 H Cl Cl H 6.82 6.65 - [e]
DB 44  CHs CON(CHs)2 H cl cl H 713 712 - le]
DB 45 CHs COOCH2CHs H Cl Cl H 7.56 7.53 - [e]
DB 46  CHs CH(OH)CHs H cl cl H 769 739 - €]
DB_47 CHs COCHs H Cl Cl H 7.46 7.20 - [e]
DB 48 CHs CONH: H H H H 7.03 6.78 - [e]
DB 49 CHs CONHCH3 H H H H 7.22 6.98 - [e]
DB 50  CHs CON(CHs)2 H H H H 629 637 - le]
DB_51 CHs COOCH2CHs H H H H 7.16 7.07 - [e]
DB 52 CHs CH(OH)CHs H H H H 747 678 - €]
DB_53 CHs COCHs H H H H 7.06 6.68 - [e]
DB_54 H SCH2CH.OH Cl H Cl H 742 6.16 - [f]
DB_55 H SCH2CH.0OH Br H Br H 6.98 6.83 - [f]
DB 56 H SCH2CH2N(CHa)2 cl H of H 768 7.4 - If
DB 57 H SCH2CH2N(CHa)2 B H Br H 754 651 - If
DB 58 H SCH2CH2N(C2Hs)z cl H cl H 772 139 - If
DB_59 H SCH2CH2N(C2Hs)2 Br H Br H 7.46 7.53 - [f]
DB_60 H SCH2CH2CH2N(CHs)2 Cl H Cl H 7.14 7.07 - [f]
DB_61 H SCH2CH2CHzN(CHs)2 Br H Br H 7.69 7.99 - [f]
DB 62 H SCH2CHa-(N-piperidil) cl H cl H 726 7.4 - If
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DB_63 H SCH2CHa-(N-piperidil) Br H Br H 6.90 7.69 - [f]

Tabla A1. (Continuacién)

4 Sustitucion en el bencimidazol | pClso Ref
Ri R2 Rs3 R4 Rs Rs Gi Tv Eh
DB64 H  SCHCHx(N-morpholini)  CI H cl H o 741 729 - [
DB65 H  SCHCHx(N-morpholini)  Br H Br Ho 723 7238 - [
DB66 H  SCHCHx(p-nitropheni)  CI H cl Ho 700 79 - [
DB67 H  SCHCHx(p-nitropheni)  Br H Br H 743 848 - [
DB68 H  SCH:CH:-(1H-imidazoll)  H H H 69 675 68 [g]
DB69 H  SCHCHx(1H-midazoli)  H cl H 700 677 743 [g]
DB.70 H  SCH:CHa-(1H-imidazoll)  H cl cl H 712 68 723  [g
DB.71 CHs  SCH:CHx-(1H-midazoli)  H H H 706 68 711 [g]
DB.72 CHs  SCH:CHe-(1H-imidazol)  H cl H 719 68 717 [g]
DB.73 CHs  SCH:CHx-(1H-midazoli)  H cl H H 718 687 718 [g]
DB.74 CHs  SCH:CHa-(1H-imidazoll)  H cl cl H 716 702 719 [g]
DB75 H  SCHCHx(1H-midazoll) ~ H  COOCH; H Ho 741 696 721 [g
DB.76 H  SCHCHe(1H-imidazoll) ~ H  COOCH; cl H 726 714 724 [q]
DB.77 CHs  SCH:CHx-(1H-midazoli)  H H COOCHs H 724 69 728 [g]
DB.78 CHs  SCH.CHe-(1H-imidazoll)  H cl COOCHs H 725 706 737 [g]
DB.79 CHs  SCHCH(1H-imidazoll) ~ H  COOCHs H Ho 721 711 737 [g]
DB.80 CHs  SCH:CHe(1H-imidazoll)  H  COOCH; cl H 735 703 729 [g]
DB.81 H  SCHCHx(1H-midazoll) ~ H  OCH.CHs H H 725 714 737 [g
DB_82 H SCH2CHa-(1H-imidazolil) H  OCH:CHs Cl H 7.33 7.00 7.21 [a]
DB.83 CHs  SCH:.CHx-(1H-midazoli)  H H OCH.CHs H 734 744 739 [g]
DB.84 CHs  SCH.CHe-(1H-imidazoll)  H Cl OCHCHs H 745 716 734 [q
DB.85 CHs  SCH:CHx(1H-imidazoll) ~ H  OCH:CHs H H 808 712 75 [g]
DB 8 CHs  SCHCH(1H-imidazoll) ~H OCHCHs  Cl H 768 701 78 [g]
DB.&7 H S%?ﬂ:';f&:;;";‘ﬁ H  OCHs H H o 702 692 631 [
mm v SCEER 44w ko s e
SOCH[4-(3-
DB.89 H metoxipropoxi)-3- H H H H 774 698 763 [
metilpiridin-2-il]
DB90 H SOCHZ'“"‘QE?“"“pi”‘“”' H  OCHF H H o780 712 859 [
DB91 H NHCOOCH; H  Propitio H H 743 58 425 [h]
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Tabla A1.1. Estructura y actividad antiprotozoaria de los hibridos Nitazoxanida-N-metilbencimidazoles

utilizados en el estudio de quimioinformatica

Rs
Ry N
| \>7R2
RS N\
Rg N
4 Sustitucion en el bencimidazol pClso

R1 R2 R3 R4 Rs Re Gi Tv Eh
DB_92 CHs H H H 5NTC H 6.60 6.47 7.16
DB_93 CHs CHs H H 5NTC H 7.57 7.09 8.22
DB_94 CHs CF3 H H 5NTC H 6.72 6.45 7.49
DB_95 CHs SCHs H H 5NTC H 6.66 6.68 8.52
DB_96 CHs NHCO:CHs H H 5NTC H 7.35 715 7.48
DB_97 CHs H H Cl 5NTC H 7.03 6.90 7.43
DB_98 CHs CHs H Cl 5NTC H 715 7.07 7.60
DB_99 CHs CF3 H Cl 5NTC H 7.66 7.64 7.96
DB_100  CHs NHCO:CHs H Cl 5NTC H 7.39 7.26 7.68
DB_101 CHs H H 5NTC Cl H 7.42 6.95 757
DB_102  CHs CHs H 5NTC Cl H 7.57 715 7.64
DB_103  CHs CF3 H 5NTC Cl H 7.68 7.39 8.22
DB_104  CHs NHCO:CHs H 5NTC Cl H 6.94 6.90 7.22

Nota: N-(5-nitro-1,3-tiazol-2-il)carboxamida (SNTC)
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Espectro 2. RMN *H (TMS, DMSO-d6) ppm: 2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2).
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Espectro 3. RMN 3C (TMS, DMSO-d6) ppm: 2-cloro-4-nitrobenzoato de metilo (2).
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Espectro 15. RMN 3C (TMS, DMSO-d6) ppm: 4-acetamido-2-cloro-5-nitrobenzoato de metilo (5).
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Espectro 22, RMN H (TMS, DMSO-d6) ppm: 2-cloro-4-(metilamino)-5-nitrobenzoato de metilo (7).
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Espectro 25. IR cm™ : 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol carboxilato de metilo (9).
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Espectro 27. RMN *H (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol carboxilato de metilo (9).
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Espectro 28. EM (IE/CG) m/z: 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol carboxilato de metilo (9).
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Espectro 29. IR cm™ : acido 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10).
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Espectro 30. RMN H (TMS, DMSO-d6) ppm: acido 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10).
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Espectro 31. RMN 13C (TMS, DMSO-d6) ppm: acido 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10).
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Espectro 32. EM (ESI/CL) m/z: acido 6-cloro-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxilico (10).
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Espectro 33. IR cm™ : 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (12).
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Espectro 34. RMN H (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo (12).
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Espectro 35. RMN 3C (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilato de metilo
(12).

270
I
|
-
3c‘no/ ~~" \:.,_'_,N\
| | DS
o’ NF N CHy
LY
CHs
237 239
272
224
241 269
165 225 255 -
179 257
g 97 120 443 161167 574
i Ll I-.|I. . .!I.r.m...ll. Lo Lot l|| i 242 || 284
! T T | T 1 T T | T ™ T T T T T T
100 150 250 300

miz
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Espectro 37. IR cm™ : acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (13).
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Espectro 38. RMN *H (TMS, DMSO-d6) ppm: acido 6-cloro-1-metil-2-metiltio-1H-bencimidazol-5-carboxilico (13).
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Espectro 39. RMN 23C (TMS, DMSO-d6) ppm: acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (13).
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Espectro 40. EM (IE/CG) m/z: acido 6-cloro-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxilico (13).

119



APENDICE B

400 l.;n o L i a0

Espectro 41. IR cm™ : 6-cloro-N-(4-clorofenil)-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxamida

(LFC1a).
c = 5
g !
e
- - NH
RR 8 28 ® —S
K il =
a \
CHs

% —nms
~
o
~
S
~
-3
et
B
3
2
~
s
~
w
~
by
——364

DMSO

-—1058

|

P
m

1858
R Ry R

14 13 12 11 10 9 8 7 [ 5 4 3 2 1 0 -1 -2
f1 (ppm)

Espectro 42. RMN *H (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-(4-clorofenil)-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-
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Espectro 44. EM (ESI/CL) m/z: : 6-cloro-N-(4-clorofenil)-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (LFC1a).
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Espectro 45. IR cm™ : 6-cloro-N-fenil-1-metil-2-tioxo-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxamida
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Espectro 46. RMN H (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-fenil-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxamida

(LFC2a).
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Espectro 47. RMN *3C (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-fenil-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(LFC2a).
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Espectro 48. EM (ESI/CL) m/z: 6-cloro-N-fenil-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(LFC2a).
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Espectro 52. EM (ESI/CL) m/z: 6-cloro-1-metil-N-(2-metilfenil)-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (LFC3a).
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Espectro 53. IR cm : 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(LFC4a).
A, 2 | B
g H
2 8] & a” N
® T T | )=s
| 1 N
N : b
' - CH,
84 82 80 75 76 74 72 70 5
f1 (ppm)
R
Q
|
8
a
| )l
—
T 1 \ -7 1
8 3 UEZ8 5
s § o ooni— ~
I.I‘i 13 1‘2 1‘1 lIU 9 8 6 5 4 3 2 1 1] -Il
f1 (ppm)

Espectro 54. RMN H (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (LFC4a).
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Espectro 55. RMN 3C (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (LFC4a).
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Espectro 56. EM (ESI/CL) m/z: : 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-1-metil-2-tioxo-2,3-dihidro-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (LFC4a).
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Espectro 57. IR cm™ : 6-cloro-N-(4-clorofenil)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC1b).
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Espectro 58. RMN *H (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-(4-clorofenil)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida

(LFC1b).

128



APENDICE B

2
3
cl ” " e
|
= NH "\:
S\
ci N CH,
\
CH,
8
8
(
;'j o
~ =9 o] Y
=g ] T
ReB | L 77 : -
T Sl g Ay |
g 8 P &l 8 ‘
| | j 1

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10

110
f1 (ppm)
Espectro 59. RMN *3C (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-(4-clorofenil)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(LFC1b).
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Espectro 60. EM (ESI/CL) m/z: 6-cloro-N-(4-clorofenil)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(LFC1b).
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Espectro 61. IR cm™: 6-cloro-N-fenil-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC2b).
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Espectro 62. RMN H (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-fenil-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC2b).
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Espectro 63. RMN *3C (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-fenil-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC2b).
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Espectro 64. EM (ESI/CL) m/z: 6-cloro-N-fenil-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC2b).
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Espectro 65. IR cm™ : 6-cloro-1-metil-N-(2-metilfenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC3b) .

(o]
NH N\
5\
CH, :
cl "\ CH;
CH,
- - - - T T T T T
78 77 26 15 74 73 72 N1 20 69
f1 (ppm)
-
ol
o
| l_LM
! ) 2N 1 ! !
=] B5ZR= 2 ¢ 8
p} i  E i Mmoom
: - T : T : T T T T : T - - -
14 13 12 11 10 9 8 6 4 3 2 1 0 -1
f1 (ppm)

Espectro 66. RMN *H (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-1-metil-N-(2-metilfenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida

(LFC3b).
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Espectro 67. RMN 13C (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-1-metil-N-(2-metilfenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(LFC3b).
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Espectro 68. EM (ESI/CL) m/z: 6-cloro-1-metil-N-(2-metilfenil)-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(LFC3b).
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Espectro 69. IR cm™ : 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5 carboxamida (LFC4b).
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Espectro 70. RMN *H (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5 carboxamida
(LFCab).
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Espectro 71. RMN 13C (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5 carboxamida
(LFC4ab).
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Espectro 72. EM (ESI/CL) m/z: 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-1-metil-2-(metiltio)-1H-bencimidazol-5
carboxamida (LFC4b).
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Espectro 73. IR cm™: 6-cloro-N-(4-clorofenil)-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC1)
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Espectro 74. RMN *H (TMS, DMS0-d6) ppm: 6-cloro-N-(4-clorofenil)-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (LFC1).
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Espectro 75. RMN 23C (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-(4-clorofenil)-2-{[2-(1H-imidazol-1-il )etil]sulfanil}-1-metil-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (LFC1).
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Espectro 76. EM (ESI/CL) m/z: 6-cloro-N-(4-clorofenil)-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (LFC1).
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Espectro 77. IR cm™! : 6-cloro-N-fenil-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC2).
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Espectro 78. RMN *H (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-fenil-2-{[2-(1 H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(LFC2).
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Espectro 79. RMN *3C (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil ]sulfanil}-N-fenil-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida
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Espectro 80. EM (ESI/CL) m/z: 6-cloro-N-fenil-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1H-bencimidazol-
5-carboxamida (LFC2).
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Espectro 81. IR cm™: 6-cloro-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-N-(2-metilfenil)-1H-bencimidazol-5-carboxamida (LFC3).
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Espectro 82. RMN *H (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-N-(2-metilfenil}-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (LFC3).
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Espectro 83. RMN 3C (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-N-(2-metilfenil)-1H-bencimidazol-5-

carboxamida (LFC3).
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Espectro 84. EM (ESI/CL) m/z: 6-cloro-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-N-(2-metilfenil)-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (LFC3).
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Espectro 85. IR em™:6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1H-bencimidazol-5-carboxamida
(LFC4).
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Espectro 86. RMN *H (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-2-{[2-(1H-imidazol-1-il Jetil]sulfanil}-1-metil-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (LFC4).
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Espectro 87. RMN *3C (TMS, DMSO-d6) ppm: 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1H-bencimidazol-5-
carboxamida (LFC4).
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Espectro 88. EM (ESI/CL) m/z: 6-cloro-N-(3,4-diclorofenil)-2-{[2-(1H-imidazol-1-il)etil]sulfanil}-1-metil-1H-
bencimidazol-5-carboxamida (LFC4).
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