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RESUMEN.

En esta tesis se describe el trabajo realizado en la sintesis de 5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-2-
(trifluorometil)- 1 H-bencimidazol, un anilogo del fasciolicida Triclabendazol y la evaluacién

biol6gica de este compuesto sobre larvas musculares de Trichinella spiralis.

El proceso sintético inicié a partir de la 3,4-Dicloroanilina comercial (1), la cuél se suspendié
en 4cido acético y se traté con anhfdrido acético para dar la 3,4-Dicloroacetanilida (2). La
nitracién de ésta con mezcla sulfonitrica en frio llevé a la obtencién de la 4,5-Dicloro-2-
nitroacetanilida (3); la cual, por hidrélisis con H,SO4 conc. en caliente, permitié obtener la 4,5-
Dicloro-2-nitroanilina (4). Posteriormente, 4 se sometié a una reaccién de sustitucién nucleofilica
aromitica en presencia de a-Naftol, K;CO; y Dimetilformamida a 115°C. El producto de
reaccién, la 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (§), se redujo con SnCl,:2H,O en etanol
absoluto caliente y dio la 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-1,2-fenilendiamina (6), €sta se ciclocondensé
con é4cido trifluoroacético en diglima caliente para obtener el 5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-2-
(trifluorometil)-1H-bencimidazol (7). Todos los compuestos preparados se obtuvieron con
buenos rendimientos y pureza. Para la caracterizacién, cada compuesto se purific6 por
recristalizaci6n. Los datos espectroscGpicos de IR y RMN 'H, al igual que los espectrométricos

fueron concordantes con las estructuras de los compuestos obtenidos.

Para la evaluacién biolégica se obtuvieron larvas musculares de Trichinella spiralis, en las
cuales se realiz6 el ensayo in vitro (MTT/PMS) para evaluar el efecto del 5-Cloro-6-(1-
naftiloxi)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (7) sobre la viabilidad de estos organismos cuando
se incuban a diferentes concentraciones del compuesto 7, empleando un ensayo colorimétrico con
la sal de tetrazolio MTT. El compuesto 7 resulté ser un potente antihelmintico contra las larvas

musculares de Trichinella spiralis, equiparable al albendazol.




1. INTRODUCCION

Tanto en nuestro pais, como en otras partes del mundo, existe un considerable niimero de
personas que padecen enfermedades causadas por pardsitos, como los protozoarios y helmintos.
Las infecciones por estos parssitos ocupan uno de los primeros lugares como causa de
morbilidad, afectando principalmente a la poblacién infantil.! Por este motivo, en muchos
laboratorios del mundo se han dado a la tarea de desarrollar nuevos compuestos, que puedan

mejorar a los ya existentes en el tratamiento de estas enfermedades.

Los protozoarios son organismos unicelulares que desempefian todas las funciones de un
organismo vivo. Estos organismos se encuentran incluidos dentro del reino protista, es decir que
son organismos que estin dotados de un nmicleo verdadero. Las protozoosis de mayor importancia
a causa de su morbilidad son las entamoebasis (Entamoeba histolytica), giardiasis (Giardia
lamblia) y cryptosporidiasis (Cryptosporidium sp) que se relacionan con diarreas agudas y
crénicas e incluso con enfermedades invasivas.' Para el tratamiento de parasitosis como la
giardiasis, el firmaco de eleccién es el metronidazol (ver figura), cuya molécula tiene como

niicleo un imidazol. Este formaco puede ser utilizado también como amebicida y tricomonicida.*
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Metronidazol

Los helmintos, a diferencia de los protozoarios, son organismos pluricelulares, se reproducen
sexualmente, y su morfologfa es muy variada dependiendo del grupo al que pertenecen. Entre las
helmintiasis del hombre que causan mayores estragos en salud piblica se encuentran la
fasciolasis (Fasciola hepatica), cisticercosis (Taenia solium) y la trichinellosis (Trichinella
spiralis), las cuales provocan en el hombre enfermedades que pueden llegar a ser graves e incluso
fatales.



Por otro lado, los compuestos que tienen como niicleo al bencimidazol han mostrado tener
actividad como herbicidas, insecticidas, fungicidas, agentes bacteriostiticos, agentes
anticancerigenos, antihelminticos y recientemente se ha demostrado in vitro la actividad

antiprotozoaria.5®

El uso mas comin de los bencimidazoles en la medicina, desde la década de los sesentas, es

21! Estos compuestos han demostrado una amplia eficacia y

como agentes antihelminticos.
potencia en infecciones gastrointestinales, pero su baja solubilidad en agua reduce en gran

medida la capacidad de absorberse y por tanto su ineficacia en infecciones de tipo sistémicas.

Con respecto al mecanismo de accién de los bencimidazoles como antihelminticos, se tiene
evidencia que estos compuestos interfieren en la actividad de diversas enzimas implicadas en la
captaci6én de glucosa y metabolismo de la misma, causando interferencias en el sistema
mitocondrial, afectando asf la sfntesis de ATP. La teorfa més reciente del mecanismo de accién
de los bencimidazoles estd basada en la gran afinidad selectiva hacia la tubulina de los
helmintos.'>"® Estos compuestos se unen a la tubulina impidiendo su polimerizacién a

microtiibulos, los cuales son esenciales para la replicacién celular.

Estudios recientes sobre la actividad antiparasitaria de los bencimidazoles muestran que el
albendazol, flubendazol, febendazol, al igual que el metronidazol, inhiben el crecimiento in vitro

de Trichomonas vaginales * y Giardia lamblia. >V

La Fasciola hepatica persiste todavia como el helminto pardsito mis importante en la
ganaderia en muchos pafses del mundo, aunque no iguala la significancia colectiva de los

nematodos.'® Su contraparte en los paises tropicales es la Fasciola gigantica.

La enfermedad originada por estos trematodos, a fasciolasis, es causante de grandes pérdidas
econémicas en la cria de ganado vacuno, ovino y caprino.'>?! Las pérdidas se deben a casos de
muerte; en disminucién de produccién de came, leche y lana; en higados contaminados que no se

pueden consumir; y en efectos secundarios sobre la fertilidad, entre otros.




La fasciolasis, causada tanto por Fasciola hepatica como por Fasciola gigantica, también
puede darse en humanos,?? ocasionalmente causando epidemias que involucran cientos de
personas.23 Una estrategia efectiva para el control de la fasciolasis se basa en el uso de fAirmacos

18,24,

(fasciolicidas),'*? los cuales son efectivos para ambas especies de fasciola.?®

Por seguridad y eficacia, el farmaco de eleccién para el tratamiento de la fasciolasis en
humanos es el Triclabendazol, sin embargo, la eficacia depende en parte de la susceptibilidad del

organismo a la naturaleza del fairmaco."*’® El Triclabendazol es un derivado del bencimidazol

creado por Gallay y colaboradores en el afio de 1978 para la compaiifa Suiza Ciba-Geigy.*
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Triclabendazol

Estructuralmente, este compuesto difiere de los bencimidazol carbamatos, como el
Albendazol, por ser un bencimidazol trisustituido; con un grupo metiltio en la posicién 2, un
grupo 2,3-diclorofenoxi en 1a posicién 5 (6) y un grupo cloro en la posicién 6 (5).
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Abendazol, un bencimidazol carbamato

Este patrén de sustitucién del Triclabendazol le confiere a 1a molécula mayor liposolubilidad
que los bencimidazol carbamatos, de tal manera que el Triclabendazol se absorbe bien, y al igual
que el Albendazol, el Triclabendazol se oxida a sulf6xido una vez absorbido 3?2



El Triclabendazol es efectivo contra los estadios inmaduros y adultos de la fasciola?** A

dosis de 5 mg/Kg de peso, el Triclabendazol tiene una eficacia de 92-98% para remover fasciolas
de 4 a 8 semanas de edad y de 100% para fasciolas de 12 semanas en adelante. Aumentando la
dosis a 10 mg/Kg de peso la eficacia es de 93 a 98% contra fasciolas de una semana de edad, de
99-100% cuando las fasciolas tienen de 2 a 4 semanas y de 99 a 100% contra aquellas de 6 o més

semanas. La dosis méxima tolerada es de 200 mg/Kg de peso. ‘#2637

A pesar de la eficacia del Triclabendazol, su espectro de actividad es estrecho, siendo
inefectivo contra otros helmintos intra y extraintestinales.>® Se cree que su espectro tan reducido
se debe a que su metabolito activo, el sulféxido, le cambia dristicamente la conformacién a una
estructura diferente a la del Triclabendazol y a la de los bencimidazol carbamatos.”® La
resistencia al fArmaco se supone que no es un problema; nada que se acerque a los niveles serios
que existen en muchas partes del mundo con los firmacos antinemétodos, aunque lo primero

podria ser una suposicién engafiosa.'®

Estudios sobre la sfntesis y actividad fasciolicida de andlogos del Triclabendazol con
diferentes sustituyentes en la posicién 2, todavia no se han reportado. Tampoco se han registrado
nuevos fasciolicidas desde los afios 80's, y no hay en desarrollo nuevos fasciolicidas. Por
consiguiente, se dependerd de los firmacos existentes por algin tiempo, se tendrd que hacer el

mejor uso de ellos y enfrentar, inevitablemente, el desarrollo de problemas de resistencia.'®

Considerando las caracteristicas del Triclabendazol, la carencia de nuevos fasciolicidas, y a la
posibilidad de desarrollo de resistencia, es importante la creaci6én de nuevos compuestos
fasciolicidas como farmacos alternos.

El trabajo presentado en esta tesis pretende contribuir a la solucién de la problemitica de la
helmintiasis, a través de la creacién de un andlogo del Triclabendazol, el 5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-
2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (7), y a la formacién de personal en el frea de la Quimica
Farmacéutica, principalmente en sfntesis.
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5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-2-(trifluorometil)-1 H-bencimidazol, compuesto 7

2. ANTECEDENTES

2.1 Los Helmintos.

Los helmintos son organismos pluricelulares que se reproducen sexualmente por medio de
huevos. Su morfologia es muy variada, dependiendo del grupo al que pertenecen. Entre los
helmintos parésitos del hombre existen dos phyla: Plathyhelmintes a la que pertenecen dos
clases: Cestoda y Trematoda, y Aschelmintes a la que pertenecen las clases Adenophorea
(Aphasmidia) y Sercermentea (Phamidia). Los organismos de las dos primeras clases son gusanos

planos, mientras que los dos Gltimas son cilindricos.

Clase Cestoda. Gusanos planos, hermafroditas y polizoicos; los aparatos més evolucionados
de estos parésitos son el reproductor masculino y femenino. Tienen una porcién cefélica que se®
denomina escélex que varia de una especie a otra y el resto del cuerpo es una cadena de

proglétidos los cuales forman el estrébilo o cadena estrébilar.

Clase Trematoda. Gusanos planos y hermafroditas, mas evolucionados que los cestodos.



Aparato digestivo incompleto, sistema excretor més desarrollado. En general casi todos los
trematodos que parasitan al humano tienen forma de hoja. Parte del ciclo vital tienen lugar en el

agua y los hay que requieren dos o tres huéspedes para completarlo.

Clase Adenophorea y Sescernentea. La primera conocida como Aphasmidia por la ausencia
de quimioreceptores caudales o fismides. La segunda Phasmidia por presentarlos, a los que
pertenecen casi todos los nematodos de importancia. Conocidos como gusanos cilfndricos.
Reproduccién por huevos. Los asquelmintos, por ser més evolucionados tienen aparato digestivo

completo, sistema excretor, nervioso y sexual en diferentes individuos.
2.1.1 Trichinella spiralis.

Trichinella spiralis es un nemétodo perteneciente a la familia Trichuridae. Los adultos
machos y hembras habitan en el lumen intestinal mientras maduran sexualmente y se aparean.
Después de la fecundacién, los machos se eliminan en las heces y las hembras penetran la pared

intestinal. Las larvas se localizan en miisculo esquelético, diafragma y lengua.

Las larvas enquistadas de estos nematodos son hialinas, se encuentran enrolladas en espiral
en el quiste. Tienen una vaina elipsoidal que las cubre; su eje longitudinal es paralelo a las fibras

musculares.

Los adultos son gusanos pequeiios, delgados, con un tono blanco cremoso. El macho mide de
1.4 a 1.6 mm de longitud. Sus extremidades anterior y posterior son muy delgadas; en la cauda,
donde se encuentra la cloaca, tienen dos papilas genitales, tienen un solo testfculo, por lo que son
mon6rquicos. La hemnbra mide de 3 a 3.6 mm de largo. La porciSn anterior termina en punta y la
posterior es més ancha, la vulva se abre a un cuarto de distancia del extremo anterior, en la
porcién ventral; la vagina se extiende en la parte posterior hasta el titero, que contiene en su
porcién anterior larvas y huevos; en la regién posterior, atris del \tero y cerca de la abertura anal,

se encuentra el ovario, es opistodelfa, por presentar sus genitales en la parte posterior del cuerpo.



2.2 Los bencimidazoles.

El descubrimiento de los bencimidazoles sustituidos como firmacos de amplio espectro
asociados con actividad antihelmintica es un punto importante en la quimioterapéutica de
enfermedades parasitarias. Ahora el bencimidazol es reconocido como un heterociclo versitil en
la investigacién Quimico-Farmacéutica y estd sujeto a una gran variedad de modificaciones
estructurales que generen nuevos firmacos para el tratamiento de helmintiasis intestinales y

extraintestinales.

La primera molécula de bencimidazol utilizada con fines de tratamiento contra parésitos fue
el Tiabendazol, descubierto por el grupo Merck en 1961.*% Inicialmente su utilizacién se enfocé al
4rea veterinaria para después pasar al uso en humanos. Aunque el tiabendazol muestra un amplio
espectro en contra de diferentes helmintos en humanos y animales, tiene la limitante de ser

metabolizado para dar el compuesto inactivo 5-hidroxitiabendazol 4!

Posteriormente aparecié una nueva generacién de bencimidazoles sustituidos en posicién 5,
para evitar su metabolismo y en la posicién 2 un grupo carbamato de metilo, para aumentar la
vida media de los nuevos antihelminticos, con la desventaja de ser pobremente absorbidos, lo que
impide su accién a nivel sistémico. Ejemplos de estos compuestos son el mebendazol, albendazol
y flubendazol. Entre los bencimidazol carbamatos, el albendazol tiene una mejor absorcién a
nivel intestinal, aunque sélo un 5% de la dosis se absorbe. Se ha sugerido que la accién del
albendazol se debe principalmente a su metabolito, el sulféxido de albendazol, el cual tiene una

mejor absorcién.*?

Por otro lado, se han sintetizado diferentes compuestos derivados del bencimidazol y se han
probado en el tratamiento de diferentes infecciones por helmintos, entre ellas la trichinellosis. *34%
Sin embargo, la aplicacién de algunos de ellos, como luxabendazol, durante la fase muscular de
la 7. spiralis, puede ocasionar reacciones adversas graves debido a la muerte masiva de los

parésitos.“

Estudios de estructura-actividad realizados a derivados del bencimidazol indican que la



introduccién de un sustituyente en la posicion 5 no necesariamente incrementa la potcncia,"9 los
grupos en dicha posicién previenen la inactivacién metabélica. El anillo de bencimidazol ha sido
objeto de modificaciones estructurales con el propésito de tener moléculas més activas y
potentes. Las modificaciones han sido principalmente en las posiciones 2 y 5 del anillo del
bencimidazol.

2.2.1 Mecanismo de accién de los bencimidazoles.

Los posibles mecanismos de accién que se han poslulado hasta este momento para los

bencimidazoles como antihelminticos son:

e Inhibicién de la fosforilacibn mitocondrial realizada por el complejo succinato
deshidrogenasa-fumarato reductasa.

e Decremento en la secrecién de acetilcolinesterasa.

e Disminucién de la incorporacién de glucosa, alterando el uso de las reservas de glucégeno y
actividad glucolitica enzimaitica.

o Interferencia del ensamble citoplasmitico de la tubulina, por inhibicién de la polimerizacién
de la tubulina.

e Disminucién del metabolismo de lipidos a cargo de las enzimas glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (G-6-PDH), malato deshidrogenasa (MDH), y triacilglicerol lipasa (Tg-
lipasa).

Se ha ecstablecido en algunas hip6tesis acerca de la causa de la secreci6bn de la
acetilcolinesterasa por parte del parédsito que incluyen: modulacién del peristaltismo intestinal,
accién anticoagulante por inactivacion del factor activante de plaquetas, destruccién de
antihelmfnticos, proveerse de precursores para su metabolismo (colina y acetato) y modulacién
de la respuesta inmune del hospedero. ¥

Algunos autores piensan que la accién antihelmintica de los bencimidazoles es debida
principalmente al efecto que tienen sobre la funcién de los micronibulos por unién directa de la

molécula de bencimidazol a los monémeros de tubulina; esta alteracién del equilibrio



microtibulos-tubulina es visto como el inicio de una cascada de cambios fisioldgicos y/o
bioquimicos (incluyendo efectos inhibitorios en la incorporacién de la glucosa y el sistema
mitocondrial fumarato reductasa) que llevan a una pérdida de la homeostasis celular y por tanto a

la muerte del parasito.
2.2.2 Bases para el disefio del aniélogo del Triclabendazol.

Considerando que el Triclabendazol se transforma a su sulféxido una vez que se absorbe, se
podria considerar que la especie activa es el sulféxido de Triclabendazol.3'??  Analizando 1a
estructura de este metabolito vemos que la posicién 2 estd deficiente de carga por el efecto
electroatrayente del grupo metilsulfinil en esa posicién. Este razonamiento permite suponer que si
se coloca otro grupo electroatrayente en esta posicién, como el CF; en el compuesto 7, se podria
tener un compuesto anilogo, posiblemente con una alta actividad fasciolicida, ya que no tiene

que biotransformarse para generar la especie activa.
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Un aspecto interesante sobre el grupo CF;es su potencial farmacoférico, yaque el 4, S, 6, 7-
Tetracloro-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol mostré actividad contra los nematodos
Ancylostoma caninum, Haemonebus contortus y Ascaris suun, y el trematodo Fasciola hepatica,

en bovinos, perros y ratas.’!
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2.2.3 Generalidades sobre bencimidazoles.

El bencimidazol es un sistema anular bicfclico en el cual el benceno se encuentra fusionado a
la posicién 4 y S del imidazol. Los derivados bencimidazélicos son compuestos cristalinos, con

puntos de fusién relativamente altos y muy insolubles en agua.

Los compuestos no sustituidos en cualquiera de los nitrégenos del imidazol poseen

caracteristicas acidas y basicas.”

4 3 (basico) ; III
HC S N H;C_ 6 N1
A
o —"
; N
7 1 I!I (4cido) 5 4 3

5 (6)-Metibencimidazol

La numeracién sistemdtica del anillo de bencimidazol empieza en el nitrGgeno que tiene el
hidrégeno. Debido al rdpido intercambio del protén entre los 4tomos de nitrégeno -NH- y =N- se
puede tener dos tautémeros para la molécula del bencimidazol. Cuando el anillo tiene un

sustituyente en un nitrégeno, €ste tiene la numeracién 1 y ya no es posible la tautomeria, por lo

2
H.
. 2 N
HiC S N HC 6 _ _NI
A
> 2 =+ \ij[ )2
6 N N
7 1} % 3
CH;
1,5-Dimetibencimidazol 1,6-Dimetibencimidazol

que se puede tener un par de isémeros.’

El interés por ¢l sistema anular del bencimidazol, como nicleo para desarrollar agentes
terapéuticos potenciales, se establecié en los afios 50's cuando se encontré que el 5,6-Dimetil-1-
(alfa-D-ribofuranosil)bencimidazol (DMRB) era parte integral de 1a vitamina B2
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OH

DMRB

Este descubrimiento llevé a Brown et al., a la sintesis del Tiabendazol en el afio de 196133

N N==\
Q S
C 1 rIq>—f\V
H

Tiabendazo!

El Tiabendazol resulté ser un antihelmintico de amplio espectro contra parisitos
gastrointestinales. Sin embargo, posteriormente se encontré que el Tiabendazol sufre de
hidroxilaci6n enzimética en la posicién 5 y forma el 5-Hidroxitiabendazol lo que inactiva a la

molécula y por consiguiente limita su efectividad. 4

N—= OH. N—=
N \  Hidroxicin N \
N enzmﬁuca N
| |
H
Tiabendazol 5-Hidroxitiabendazol

El descubrimiento del Tiabendazol como antihelmintico de amplio espectro marcé el inicio

de una nueva era en el tratamiento de las enfermedades parasitarias. Tomando como guia a la
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molécula del Tiabendazol y al hecho de que se hidroxila metabélicamente en la posicién 5,
surgieron cientos de bencimidazoles sustituidos en las posiciones 2 y 5, de las cuales menos de
veinte han llegado al mercado.’> También se han preparado profsrmacos bencimidazélicos vy,
recientemente, el Triclabendazol. Un resumen de las estructuras de los bencimidazoles maés

importantes se muestra en el siguiente cuadro.
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Cuadro Ne. 1. Estructura quimica de algunos bencimidazoles antihelminticos.

BENCIMIDAZOLES

BENCIMIDAZOL CARBAMATOS

z

s

R=H ‘Tiabendazol
R=(CH3);CHOCONH- Cambendazo!

=2

PROFARMACOS
,NHC02MC

©:N;C\NHC02Me
NHCOCH,OCHj,

Febantel.

- _NHCH,CH,SO;H

CH;CH,CH,S N=C7
\@: NHCO,CH,
NO,

Netobimina

i
@NHC’"NHCOzMe
N H(F' —NHCO,;Me

S

Metiltiofenato.

Mebendazol

c— Ciclobendazol
C  c—
H;CH,CH,S Albendazol
CH;CH,CH,O——  Oxibendazol

Q*enbendazol
o
@_1_ Oxfendazol

CH;CH,CH,CH,— Farbendazol
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2.2.4 Sintesis de bencimidazoles.

La sintesis de los bencimidazoles se encuentra ampliamente reportada en articulos de
revision.>>33-57 El camino sintético que lleva a los diversos bencimidazoles generalmente procede
a través de dos pasos. Primeramente, se construye un anillo de benceno con los sustituyentes
deseados y una agrupacién 1,2-diamina, en seguida se lleva a cabo la ciclacién del derivado 1,2-
diamino bencénico (o-fenilendiamina) para construir el anillo del imidazol. En la mayoria de los
casos, la ciclacién es el paso final en la sfntesis del bencimidazol deseado. Sin embargo, en otros
casos se obtienen derivados del anillo bencimidaz6lico formado,o bien, de sus sustituyentes. De
interés para el presente trabajo de tesis es la sintesis del Triclabendazol y de los 2-
(trifluorometil)bencimidazoles.

2.2.4.1 Sintesis del Triclabendazol.

Existen dos métodos reportados para la sintesis del triclabendazol. El primero de ellos se
describe en la patente de Gallay y colaboradores.? El segundo método es el descrito por Iddon et

al en el afio de 1992.58 A continuaci6n se describe cada uno de estos procedimientos.
2.2.4.1.1 Sintesis del Triclabendazol segin el método patentado por Gallay et al.>®

Aunque la patente no incluye el método de preparacién, ni las constantes fisicas del
Triclabendazol, el método es general para la sintesis de este tipo de compuestos. Esencialmente,
sélo trata de la metilacién de los 2-mercaptobencimidazoles y la oxidacién de é€stos a sulf6xidos y

sulfonas. La reaccién para la obtencién del Triclabendazol se presenta a continuacién.

H
a |
CHgI
:}—su [\ij/ SCHy
KOH HzO EtOH
Precursor 2-mercaptobencimidazélico Triclabendazol

Esquema 1. Sintesis del Triclabendazol segiin Gallay et al.>°
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Para la sintesis del precursor 2-mercaptobencimidazélico, estos autores se basan en los

siguientes procedimientos, reportados en la literatura, 5%

a) CS,

bCHOCS K

Cl P'l:

ct o NH, f o) N,
U ) NCNH, )@: SH

N

CI NH;

€) NHy;SCN

-

Esquema 2. Procedimientos conocidos para la sintesis de 2-mercaptobencimidazoles.

La sintesis de la o-fenilendiamina precursora del triclabendazol se basa también en un
proceso patentado en el cual tampoco se ejemplifica la técnica, ni se reportan las constantes.® El

procedimiento se interpreta como la serie de reacciones que se muestra en el Esquema 3.

Paso 1 . 1
Cl ou C NH2 Cl\é/o NH;
+ _KQ%’
Ci No, ci NO

Diclorofenol Dicloronitroanilina Producto de SNA
Paso 2
NH;
Producto de SNA 1,2-fenilendiamina precursora

Esquema 3. Sintesis de la o-fenilendiamina precursora del Triclabendazol, segin la patente

suiza.
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En el paso 1 se lieva a cabo una reaccién de sustitucién nucleofilica aromética entre el 2,3-
diclorofenol y la 4,5-dicloro-2-nitroanilina. Esta reaccién se realiza fundiendo el fenol y a éste se
le incorpora la cloronitroanilina, después se adiciona una solucién concentrada de potasa en agua
y se calienta hasta destilar el agua. El proceso dura un dia y se reporta alrededor de un 70% de
rendimiento. En el paso 2 se lleva a cabo la reduccién del grupo nitro. Para esto, el nitro
compuesto se incorpora poco a poco a una mezcla caliente de polvo de hierro, agua y 4cido
acético, después se lleva al reflujo y mantiene asi por 18 horas. Este proceso también es largo. El

rendimiento de producto puro es de 75.5%.
2.2.4.1.2 Sintesis del Triclabendazol segiin el método de Iddon et 21.5*

Este método novedoso de sintesis del Triclabendazol se basa en la serie de reacciones que se

muestra en el Esquema 4 de reaccién.
Cl NH, Cli _N
(D = DX
= NH; C =N
1 . n al
ArO NH, . ArO =N,
——
C c N
m

NH;
v

L

ArO ¥ H
leiN>—=s —C ~ SCH ——Tl)jijib‘\)—sa{
c N c 7 3 ps » 3
h "
v la 1b

(a) MnO;, calor; (b) 2,3-CL,CsH30 Na; (¢) Na,S;04; (d) CS3; (€) Mel, Me,CO, K,CO;
Esquema 4. Sintesis de Triclabendazol, segiin Iddon et al.*®
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El dicloro-2H-bencimidazol (II) se obtuvo con buenos rendimientos a partir de la 4,5-
dicloro-o-fenilendiamina (I) y ciclohexanona, seguido de oxidacién con MnO;. El tratamiento de
Il con 1.5 equivalentes de! 2,3-diclorofenol en medio bésico metandlico llevé al producto de
sustitucién nucleofilica ITf con un 62% de rendimiento. Junto con el producto de monosustitucién
se obtuvo un 29% del producto de disustitucién y otros subproductos. Luego se llev6 a cabo la
apertura reductiva de! anillo con ditionita de sodio en etanol acuoso para dar la o-fenilendiamina
IV en un 85% de rendimiento. El tratamiento de ésta con CS; en DMF llevé a la tiona V en un
90%, la cual por metilacién con yoduro de metilo en acetona, en presencia de K>COs, dio una
mezcla de tres productos. Los productos minoritarios correspondieron a los isémeros 1-metilados
del Triclabendazol (16%); el producto principal fue el Triclabendazol (65%). Cuando la
metilacién se hizo en etanol acuoso, en presencia de hidréxido de sodio, el producto fue el

Triclabendazol (92%), sin sus is6émeros.
2.2.4.2 Sintesis de 2-(trifluorometil)bencimidazoles.

Existen diversos métodos para la sintesis de los 2-(trifluorometi!)bencimidazoles. Entre los

mas comunes sc encuentran los siguientes:
2.2.4.2.1 Por reacciéon de Phillips.

La reaccién de Phillips es un método general para la sintesis de 2-alquil o 2-aril
bencimidazoles.*® En este procedimiento se lleva a reflujo una mezcla de 1a o-fenilendiamina con
un exceso del 4dcido carboxilico en presencia de HCl 4N. Por neutralizacién se obtiene el
derivado bencimidazélico sustituido en la posicién 2. Aplicando este método se han preparado
diversos  bencimidazoles:  2-(trifluorometil),* 2 4-bis(triflucrometil),”’  S-nitro-2-

(trifluorometil),®’ 5-cloro-2-(triflucrometil).s’

¥
N

NH,
HCI
+ F3CCOOH —=—* @i )—CFs
NH, . N

17



2.2.4.2.2 Por hidrogenacién catalitica de 2-mitro(trifluorometil)acetanilidas.

En este procedimiento, primeramente se trata la 2-Nitroanilina con anhidrido
trifluoroacético, y la 2-Nitro(trifluorometil)acetanilida formada se reduce con H; en presencia de

Raney niquel.”’

i
NO NO, . N
H/Ra 1
(I mecong (Y e (T,
R NH; R NHCOCF; A K N

3. OBJETIVOS

3.1 Planteamiento del problema.

Considerando la importancia de la helmintiasis en animales y humanos, y a la necesidad de
contar con nuevos agentes antihelmintcos, los grupos de investigacién del Departamento de
Farmacia de la Facultad de Quimica y de! Departamento de Parasitologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, ambas de la UNAM, se han unido y han estructurado un
proyecto amplio de investigacién denominado "SINTESIS Y EVALUACION
ANTIHELMINTICA DE NUEVOS BENCIMIDAZOLES". El propésito amplio de este proyecto
es contar con informacién béisica sobre los requerimientos estructurales de los compuestos
farmacolégicos con la actividad antihelmintica. Se pretende mejorar la biodisponibilidad y la
eficacia de los bencimidazoles, y contribuir de este modo a la obtencién de compuestos activos,
ficiles de preparar en nuestro pafs y econ6micos; para su uso en terapia veterinaria y humana.
Parte de los resultados logrados ya han sido publicados.®® En esta tesis se contribuye al proyecto
anterior a través de la sintesis de un anélogo del Triclabendazol, el compuesto 7.
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3.2 Opbjetivos.

1. Sintesis del 5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (7), para someterlo
posteriormente a pruebas de actividad antihelminticas.

2. Determinacién de las constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas de 7 y sus
intermediarios de sintesis.

3. Mediante la realizacién de este trabajo experimental, adquirir conocimientos y experiencia en

la obtencién de nuevas moléculas de interés farmacéutico.

3.3 Hipétesis

Se puede lograr la sintesis del compuesto 7, asf como la de sus intermediarios, adaptando

procesos quimicos conocidos para la sintesis de compuestos semejantes.

Dada la similitud estructural y electrénica del compuesto 7, éste se comportard como un

biois6stero del Triclabendazol cuando se determine la actividad biolégica contra Trichinella

spiralis..

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentacion

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Biichi Modelo 530 y no estén cormregidos.
Para concentrar las soluciones se empleé un evaporador rotatorio marca Biichi Modelo
RE1 11, con vacfo generado por una bomnba Felisa 1600 ajustada a 55 cm de Hg y condensador de

hielo seco.
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Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotémetro Perkin Elmer de
transformadas de Fourier Modelo FT-IR-1600, en pastilla de bromuro de potasio; las sefiales se

reportan en cm’.

Los espectros de masas se determinaron por cromatografia de gases-espectrometria de masas
(GC:MS) o por introduccién directa de la muestra en un aparato marca JEOL-JMS-AXS505-HA.

La simbologfa utilizada es M* = ion molecular y Pb = pico base.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN ’'H) se determinaron en un
espectrofotémetro Varian Modelo EM-390, utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia
interna y deuterocloroformo (CDCl;) o dimetilsulf6xido deuterado (DMSO-Dg) como
disolventes. Los desplazamientos quimicos (8) se dan en ppm. Los simbolos de las sefiales son: s

= simple, d = doble, t = triple, dd = doble de doble y m = multiple.

4.2 Cromatografia

Para la cromatografia en capa fina (ccf) se usaron placas de vidrio recubiertas con gel de
sflice GF 254 de la casa Merck. Los compuestos orgénicos se visualizaron con luz ultravioleta y
por exposicién a vapores de yodo.

Sistemas de eluci6n.

La composici6n de los sistemas de elucién fueron las siguientes:

SISTEMA COMPOSICION PROPORCION
I Hexano-CHCl3-AcOEt 50/35/15
n Cloroformo-Metanol* 90/10
m Cloroformo-Metanol* 98/2
v Cloroformo-Metanol* 80/20

*8 mL de la mezcla +2 gotas de hidréxido de amonio.
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a a
BR .
NH2 a NHQOOCH:
2

e
a NHz c a NCe
e R PG
a a NHOOCHs
3

I
|
lF
<>l
'}—m

(A) Ac;0, CH;COOH; (B) HNO;, H;SO4; (C) CH;COOH, HzS0, calor; (D) K2COs, o-naftol,
DMF, calor; (E) SnCl,-2H;0, etanol, calor; (F) Acido trifluoroacético, diglima, calor.

Esquema 5. Secuencia sintética para la obtencién del 5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-2-(trifluorometit)-
1 H-bencimidazol (7).
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4.3. Material y Métodos.

4.3.1 Parte quimica.

Para obtener el 5-Cloro-6-(naftiloxi)-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (7) se siguié la
secuencia sintética que se muestra en el Esquema 5. Se parti6 de la 3,4-Dicloroanilina comercial
(1, Aldrich), la cual se acetilé con anhidrido acético en 4cido acético y se obtuvo la 3.,4-
Dicloroacetanilida (2). Esta se traté con mezcla sulfonitrica en frio para dar la 4,5-Dicloro-2-
nitroacetanilida (3). La hidrélisis de 3 en dcido acético y H,SO4 conc. caliente permitié la
obtencién de la 4,5-Dicloro-2-nitroanilina (4). El siguiente paso fue una reaccién de sustitucién

nucleofilica aromética entre 4 y a-naftol en presencia de K2CO3 y DMF en caliente.

El compuesto obtenido, la 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (5), se sometié a una
reduccién del grupo nitro con SnClL-2H;O en etanol absoluto caliente y dio la 4-Cloro-5-
(naftiloxi)-o-fenilendiamina (6). Por iiltimo, el tratamiento de 6 con icido trifluroacético y
diglima en caliente llev6 a la obtencién del compuesto esperado, el 5-Cloro-6-(naftiloxi)-2-
(trifluorometil)-1 H-bencimidazol (7). Cada uno de los compuestos obtenidos se purificé para
determinar sus constantes fisicas. En el caso de los compuestos conocidos (2-4), sélo se reportan
los puntos de fusién. Los compuestos no descritos anteriormente (5-7) se identificaron por sus
datos espectroscépicos y espectrométricos; los cuales fueron concordantes con las estructuras
esperadas. En la Tabla 1 se muestran los datos de constantes fisicas y rendimientos obtenidos de
todos los compuestos, y en la Tabla 2, los datos espectroscépicos y espectrométricos.

4.3.2 Parte biolégica.

Para la evaluacién biolégica se eligi6 el pardsito Trichinella spiralis como modelo de
helminto, debido a que en é€ste se puede evaluar tanto la fase intestinal como )a parenteral. Las
larvas musculares se obtuvieron siguiendo lo recomendado por Dennis y cols.,*? y posteriormente
mediante un ensayo in vitro, se evalu6 la viabilidad de los organismos a diferentes
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concentraciones del firmaco por un método colorimétrico basado en la reduccién de la sal de

tetrazolio MTT a formazin de acuerdo a lo descrito por Townson y cols.,”® con algunas

modificaciones.”!
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A continuacién se describe cada uno de los pasos seguidos para preparar el compuesto 7.

3,4-Dicloroacetanilida (2). En un vaso de precipitados de 4 L, acondicionado con
termémetro y varilla de agitacién, se colocaron 996.3 g (6.149 mol) de 3,4-Dicloroanilina (1) y
700 mL de 4cido acético. La mezcla anterior se enfri6 por medio de un baiio de hielo-agua y agit6
con la varilla mientras se incorporaron 700 mL (7.41 mol) de anhidrido acético. La adicién se
realizé lentamente, de tal manera que la temperatura de la reacci6n no pasara de 70°C. Al final de
la adicién se form6 una masa de color violidceo, se retiré del bafio de hielo, se agité hasta
homogenizacién de la mezcla y se dej6é en reposo 30 minutos. Después de comprobar la total
conversién de la materia prima por ccf, se adicionaron 3 L de agua fria, se agit6 bien y se filtré
con succion. El s6lido café se tritur6 en un mortero, se suspendi6 en 3 L agua y volvié6 a filtrarse,
lavando repetidas veces con agua hasta pH neutro. El residuo bien drenado se secé al aire,
obteniéndose 1237.30 g (98.61 %) de 2 como un s6lido blanco. Este s6lido mostré ser un solo
compuesto por ccf, Rf 0.31 (Sistema I) y como tal se empleo en la siguiente reaccién de
nitracién. Una muestra se recristalizé de etanol dando cristales blancos con pf 122.0-123.0 °C
(Lit.*1120.5°C).

4,5-Dicloro-2-nitroacetanilida (3). En un vaso de precipitados de 4 L, acondicionado con
termémetro, agitacién magnética y enfriamiento de bafio hielo-sal, se disolvieron 972.3 g (4.765
mol) de 3,4-Dicloroacetanilida (2) pulverizada, en 2 L de #cido sulfirico concentrado. La
incorporacién de 2 se hizo poco a poco, a 10-15°C, con agitacion suave. Después agregé, gota a
gota, 400 mL de mezcla sulfonitrica (1:1) fria, manteniendo la temperatura a 10°C por espacio de
4 horas. Terminada la adici6n se retir6 el bafio de hielo y agit6 por 15 minutos més. Se comprobé
€l consumo total de la materia prima por ccf y la mezcla se verti6 cuidadosamente sobre 15 Kg de
hielo-agua. El sélido formado se separ6 por filtracién, se lavé con agua repetidas veces hasta un
pH = 4, luego se suspendi6 en 10 L. de agua y neutralizé con NazCOs sé6lido. Se filtré y lavé con
agua. El residuo se suspendi6 en 2 L de metanol y agit6 en frio durante 30 min. Se filtr6 con
succién y lavé con metanol frio. El sé6lido amarillo residual, 958.6 g (80.77 %) mostré por ccf un
compuesto principal con Rf 0.65 (sistema I). Una muestra se recristaliz6 de metanol-agua y di6
cristales amarillo-pilido del compuesto 3 con pf 123-124°C (Lit.*? 123-124°C).
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4,5-Dicloro-2-nitroanilina (4). En un matraz bola de 5 L con tres bocas, acondicionado con
agitacién mecdnica y term6metro, se colocaron 23 mL de 4cido sulfiirico concentrado, 1.5 L de
4cido acético y agitaron suavemente mientras se incorporaron 761.90 g ( 3.059 mol ) de l1a 4,5-
Dicloro-2-nitroacetanilida (3) obtenida con anterioridad. La mezcla se calent6 a 80-90°C durante
30 min, comprobandose por ccf la hidrélisis total de la materia prima. Se dejé enfriar y vertié
sobre 600 mL de agua caliente, se filtré con succién y el residuo se lav6 con un litro de 4cido
acético: agua (1:1). El sélido anaranjado formado se separé por filtracién al vacio y dej6 secar al
aire. Se obtuvieron 463.7 g ( 73.22 % ) de un polvo anaranjado, una mancha por ccf con Rf 0.42
(Sistema I). Una parte de este sélido se recristalizé de 4cido acético-agua, obteniéndose cristales
rojizo-anaranjado de 4 con p.f. 174-176 C (Lit.** 177-179°C).

4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (5). En un matraz de fondo redondo de 5 L con tres
bocas, acondicionado con agitacién magnética, termémetro y un condensador de aire con un
globo con N3 en el extremo y en posicién de n;ﬂujo, se colocaron 374.7 g (1.810 mol) de 4,5-
Dicloro-2-nitroanilina (4), 260.94 g (1.809 mol) de a-naftol, 300.17 g (2.171 mol) de carbonato
de potasio y 1850 mL de dimetilformamida. La mezcla se calenté por medio de un bafio de aceite
hasta llegar a 115°C y mantuvo asi durante 5 h. Posteriormente, se adicionaron 50 g de carbén
activado y agité otra hora mas. Se filtr6 por succién y el residuo de sales inorganicas se lavé
primero con 500 mL de dimetilformamida y después con 250 mL de metanol frio. El filtrado se
vertié sobre 10 L de hielo-agua y se formé un sélido resinoso. Se decanté el sobrenadante y
volvi6 a lavar con agua hasta que se formé un sélido color café. El sélido resultante pesé 385.6 g
(67.71 %) y present6 una sola mancha en ccf con Rf 0.59 en el Sistema I. Una muestra de 5g se
recristalizé de benceno-etanol, obteniéndose 3.5 g de 5 como cristales anaranjados con pf 149-

150°C.

4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-o-fenilendiamina (6). En un matraz de 125 mL con 3 bocas,
provisto con agitacién magnética, termémetro y condensador de agua en posicién de reflujo, se
mezclaron 20 g (0.063 mol) de 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina, 82.29g (0.378 mol, 6 eq) de
SnCl>-2H,0 y 40 mL de etanol absoluto. Se calent6 a reflujo suave (72-74°C) durante 2 horas
bajo atmédsfera de Nitr6geno. La mezcla de reaccién se dejé en reposo toda la noche, concentré
en el rotacvaporador y diluyé con agua hasta precipitacién total. El sélido separado se traté con
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NaOH y lavé con agua. Se obtuvieron 13.6 g (78.85 %) de un sélido café claro, mostrando una
sola mancha por ccf con un Rf 0.22 (Sistema II). Una muestra de 1 g se recristaliz6 de etanol

obteniéndose 0.6 g de cristales amarillos, con p.f. 101-102°C.

5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-2-(trifluorometil)-1 H-bencimidazol (7). En un matraz bola de 100
ml, provisto con agitaci6n magnética y condensador de agua en posicién de reflujo, se
disolvieron 5 g ( 0.017 mo!) de 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-o-fenilendiamina (6) en 10 mL de
diglima, se adicion6 1.4 mL ( 0.019 mol) de 4cido trifluoroacético y se calenté a 110°C durante
dos horas. La reacci6én se dej6é enfriar y neutralizé con solucién de bicarbonato de sodio. Se
obtuvo un producto semisélido de color café y consistencia viscosa el cual se disolvi6é en 50 mL
de metanol, luego se calentd a reflujo suave por 2 horas adicionando carb6n activado. Después se
filtré y concentré a sequedad. Este proceso se repitié 2 veces. Se obtuvo un semisélido blanco de
consistencia viscosa el cual se disolvié en caliente en 100 mL de Ciclohexano, a reflujo, en
atmésfera de Nitrégeno, durante 2 horas. Al término del calentamiento se dejé enfriar y el sélido
formado se separ6 por filtracién con succién lavando con ciclohexano frio. Se obtuvieron 4.2 g
(41.37 %) de unos cristales blancos mostrando una sola mancha por ccf con Rf 0.40 (Sistema II)
y con pf de 102-103 °C

Para la parte biol6gica se siguieron los siguientes pasos.

Obtencién del paridsito Trichinella spiralis. Se emple6 una cepa de T. spiralis que fue
aislada de cerdo por el Dr. Martinez-Maraiion del Instituto Nacional de Diagnéstico y
Referencias Epidemiolégicas (INDRE). Con el objeto de mantener el ciclo de vida de este
parisito, ratas de la cepa Sprague-Dawley de 2 a 3 meses de edad fueron infectadas con 3000
larvas musculares resuspendidas en Bacto agar al 0.02%. La infeccién se realiz6 por via

intragdstrica con cinula y jeringa.

Obtencién de las larvas musculares de T. spiralis. Ratas de la cepa Sprague-Dawley se
infectaron con 3000 larvas musculares de T. spiralis. A los 28 dias postinfeccién, los animales
fueron sacrificados y el muisculo esquelético fue macerado y digerido artificiaimente con una

solucién de pepsina-HCl al 1% durante 3 horas a 37°C con agitacién constante. Posteriormente,
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la solucién se pas6é por un tamiz, dejando que las larvas se sedimentaran por 15 minutos. Las
larvas asf obtenidas se lavaron con PBS hasta que no quedaran restos de camne y se incubaron por
12 horas a 37°C con medio RPMI 1640 al cual se le adicionaron 500 U/ml de penicilina, 500
pg/ml de estreptomicina y 1.25 pg/ml de amfoterecina B. Una vez realizado lo anterior, las larvas

se lavaron con PBS y se resuspendieron en Bacto agar para contar el niimero de larvas.

Ensayo in vitro (MTT/PMS) para evaluar el efecto del 5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-2-
(trifluorometil)-1 H-bencimidazo! (7) sobre la larva muscular de T. spiralis. Las larvas
musculares de T. spiralis se obtuvieron de acuerdo a lo descrito anteriormente y se colocaron
1000 larvas por pozo en cajas de cultivo de 24 pozos (Nunclon) en medio RPMI 1640
conteniendo el compuesto 7 a una concentracién de 1.5, 1.0 y 10 pug/ml. Los parésitos se
incubaron por 3 dias a 37°C en una atmoésfera de CO; al 5%, con cambio diario de medio més
compuesto 7. Como control positivo se incluyeron parésitos en presencia de albendazol y como
control negativo se incluyeron larvas musculares sin tratamiento. Después de la incubaci6én se
determind la viabilidad de las larvas musculares mediante el método de MTT/PMS descrito

previamente.
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S. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Seleccidn de la ruta de sintesis.

Para la sintesis del compuesto 7 se tenfan dos rutas de sintesis. La primera, basada en la
sfntesis patentada por Gallay et al del Triclabendazol,>®%* llevaria hasta el compuesto 6
(Esquemas 2 y 3) el cual, por tratamiento con CFsCOOH daria el compuesto esperado 7. La otra
ruta posible, la de Iddon et al,’® también llevarfa al compuesto 6 por otro camino (Esquema 4). Se
decidié por la primera opcién, ya que la segunda es de mayor mimero de pasos y tiene como

desventaja la doble sustitucién nucleofilica.

ct N A0 N A0 =N/
AONa + - N—. - N * KI
N N ArO N
Ar=C|2H7

Aunque la 4,5-dicloro-2-nitroanilina (4) esta disponible comercialmente (Aldrich), su precio
es elevado. Esta sustancia (4) es materia prima para la sintesis de otros derivados que forman
parte de este proyecto amplio de investigacién, y se requieren grandes cantidades, por lo que
resulta mis econémico prepararla en el laboratorio. Por otro lado, al preparar este compuesto se
gana experiencia en el trabajo de laboratorio, lo cual es parte de los objetivos perseguidos en esta

tesis.
5.2 Sintesis de 3,4-Dicloroacetanilida (2).

Se parti6 de la 3,4-dicloroanilina comercial (1), la cual se pulverizé y suspendi6 en 4cido
acético para homogeneizar el medio de reaccién, luego se adicion6 un exceso de anhidrido
acético. La experiencia que se tiene en el grupo de trabajo sobre la acetilacién de anilinas, de
manera econémica, simple y répida, es la siguiente: a) si la anilina tiene grupos nitro, ésta se trata
con 1.2 a 1.5 equivalentes de anhidrido acético, se agita a temperatura ambiente, y a la

suspencién se le adicionan unas gotas de H.SO4 conc. Enseguida se inicia la reaccién con un
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ligero aumento de la temperatura, se forma una solucién y al enfriar cristaliza la acetanilida; b) Si
la anilina es sé6lida o liquida y tiene grupos cloro, la reaccién de acetilacién es instantinea, no
requiere H.SO4 conc. como catalizador. En estos casos la reaccién es mis exotérmica que la
anterior; para controlar la reaccién, la anilina se dispersa en &4cido acético y se enfria
externamente con baiio de hielo-agua. En ambos casos, al final de la reaccion, casi instantdnea, se
emplea agua para precipitar el producto y lavarlo.

En esta primera reaccién se obtuvo la 3,4-Dicloroacetanilida (2) con rendimiento
pricticamente cuantitativo (98.6%) y una sola mancha por ccf. Para su identificacién, una
muestra se recristalizé de etanol y dio cristales blancos con p.f. de 122-123°C, semejante al

reportado.’?
5.3 Sintesis de 4,5-Dicloro-2-nitroacetanilida (3).

Para la nitracién de 3,4-Dicloroacetanilida (2), ésta se pulverizé previamente e incorporé a
H>SO, concentrado en frio. Después, la solucién formada se traté con mezcla sulfonitrica en frio
y esto llevé a dos productos de nitracién: el producto esperado 4,5-Dicloro-2-nitroacetanilida (3)

y en menor cantidad, el isémero 3.4-dicloro-2-nitroacetanilida (3a).

NO,
L NHCOCH, a NHCOCH; NHCOCH;
O wme I,
c HNO3 (o NO, Cr
3 3a

Para la separacién de 3, la mezcla cruda lavada con agua y neutralizada con Na;COs hasta
pH neutro, se suspendié en metanol frio y agité durante 30 minutos, luego se filtré con succién.
De esta forma se obtuvo un 80.77% de un polvo amarillo de alta pureza. Una muestra
recristalizada de metanol-agua dio cristales con p.f. de 123-124'C, semejante al reportado.”

5.4 Sintesis de 4,5-Dicloro-2-nitroanilina (4).
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La hidr6lisis de 1a 4,5-Dicloro-2-nitroacetanilida (3) se realizé con icido acético y HSO,4
concentrado en caliente. Este método llevé a un 73.22% de producto crudo, la 4,5-Dicloro-2-
nitroanilina (4), con la suficiente purcza para utilizarla en la siguiente reaccién. Una muestra
recristalizada de 4cido acético-agua dio cristales rojizo-anaranjado con p.f. de 174-176 C

semejante al reportado.”* "

5.5 Sintesis de 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (5).

Para la reaccién de sustitucion nucleofilica aromaética se aciapté el método de Averkin et al.
para la sintesis del Fenbendazol.”® En este método se emplea K;CO; y DMF como base y
disolvente respectivamente, para tener un mejor contro! de la reaccién. El tiempo de reaccién se
reduce considerablemente a unas pocas horas a 100-115°C y el producto de reaccién, la 4-Cloro-
5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (5) se purifica con facilidad. El crudo de la reaccién recristalizado
de benceno-etanol dio cristales anaranjados puros. La identificacién de este compuesto se bas6 en
los datos espectroscépicos y espectrométricos obtenidos. En el espectro de IR (No.1) se aprecia
dos bandas de amina primaria a 3462 y 3338 cm™'; ademis, también se ve la banda del enlace C-
O-C a 1232 cm™ y la banda debida al enlace de NO, a 1560 cm’’. En el espectro de RMN 'H (No.
2) aparecen dos seiiales simples que integran para un hidrégeno cada una a 8.18 por el hidrégeno
en C3 y a 6.26 porl el hidrégeno en C6. Adicionalmente, los hidrégenos en C2' y C4' dan las
seflales esperadas como doble doble, doble doble a 7.36 y 7.91 respectivamente, se aprecia una
sefial simple a 7.47 que comresponde al NH,, ya que intercambia hidré6geno con D,O. Se
observan los hidrégenos de los carbonos C5’ y C8’ que dan seiiales doble doble, doble doble a
7.83 y 8.04 respectivamente, por tltimo, los hidrégenos en C3’, C6” y C7’ dan sefiales para un
multiplete a 7.55 — 7.62. El espectro de masas (No. 3) muestra un M* de m/z igual a 314 (100%)
que corresponde a Ja masa exacta calculada del cmpuesto S ; se aprecia el pico debido a la
pérdida del cloro (M*-35) con m/z 279 ( 75%) y por iltimo se observa un pico debido a la
pérdida del cloro (M*-35) y el grupo nitro (M*-46) m/z 233 (85%).

5.6 Sintesis de 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-o-fenilendiamina (6).
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Para reducir el grupo nitro NO; en el compuesto 5 se seleccion6 la reaccién con SnCl-2H,0
en etanol caliente como medio de reaccién. El método es limpio, rapido y ficil de trabajar. El
compuesto 6, obtenido con buen rendimiento (78.85%), mostr6é una pureza alta por cromatografia
en capa fina, de tal manera que crudo se utilizé para la siguiente reaccién. Una muestra
recristalizada de etanol dio cristales puros que se emplearon para la determinacién de los
espectros y su identificacién. En el espectro de IR (No. 4) se aprecia las bandas de amina
primaria a 3461 y 3345 cm™ y se conserva la banda de enlace C-O-C a 1227 cm™. En el espectro
de RMN 'H (No. 5) se tiene el mismo patrén de sefiales del espectro anterior (No. 2); esto es, los
dos hidrégenos en C6 y C3 aparecen como dos sefiales simples a 6.50 y 7.35 ppm, ambas
desplazadas por la reduccién del grupo NO,. Los hidrégenos en C2', C3' y C4' dan seiiales doble
doble, triple y doble doble a 6.92, 7.47 y 7.73 ppm respectivamente, tambié€n se aprecia la seiial
del NH; a 3.80 ppm que intercambia hidrégenos con D,O. Se observan los hidrégenos de los
carbonos C5’ y C8’ que aparecen como un multiplete que integra para dos hidrégenos a 7.95 -
8.02 y por iltimo, los hidrégenos en C6’ y C7° dan sefiales para un multiplete a 7.52 — 7.61. El
espectro de masas (No. 6) da un pico base de M* m/z 284 (100%) coincidente con la masa exacta
calculada para el compuesto 6; se aprecia un pico relevante a m/z 248 (90%) correspondiente a la
pérdida del cloro (M*- 35), adicionalmente se observa un pico debido a la pérdida del cloro (M*-
35) con la pérdida de un grupo amino (M*-16) con m/z 232 (63%).

5.7 Sintesis de 5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-2-(trifluorometil)-1 H-bencimidazol (7).

El qtltimo paso de la secuencia sintética fue la sintesis del compuesto 7. De las diversas
opciones para sintetizar el 2-(trifluorometil)bencimidazol se probé el tratamiento de 6 con 4cido
trifluoroacético en diglima como disolvente y se calent6. Se logr6 obtener el compuesto deseado
con muchas impurezas por lo que se realizaron varias pruebas para poder optimizar el proceso de
purificacion quedando al final decolorar el producto con carbén activado dos veces y calentarlo a
reflujo en ciclohexano. Al final de este tratamiento se obtuvieron unos cristales de color blanco
con alta pureza. La identificacién se logré por los datos de los espectros. En el espectro de IR
(No. 7) se aprecia una sola banda para el NH a 2924 cm™; también la banda del C-O-C a 1191 y
una banda 1151 correspondiente al enlace C-F. En el espectro de RMN "H (No. 8) se aprecian las
seflales de los dos hidrégenos del anillo bencencide a 7.26 y 7.53 ppm para C7 y C4
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respectivamente, también se observa la sefial del NH; a 7.93 ppm que intercambia hidrégenos

con D;0O. Se aprecia el patrén de multiplicidades doble, triple y doble para los hidrégenos en C2',

C3' y C4", los cuales aparecen a 6.85, 7.37 y 7.65 respectivamente, adicionalmente el patrén de

multiplicidades doble para los hidrogenos en C5” y C8' los cuales aparecen a 7.88 y 8.20

respectivamente y un multiplete a 7.48 — 7.56 corerspondiente a los hidrégenos en C6” y C7’. El

espectro de masas (No. 9) confirma la estructura del compuesto ya que presenta el M* (m/z) de

362 (100%) que es la masa exacta calculada para el compuesto 7 , se aprecia el pico que resulta

de la pérdida de un cloro (M*-35) con m/z 327 (93%).

A manera de resumen, en la Tabla 1 se conjuntan los datos de constantes fisicas y

rendimientos obtenidos para todos los compuestos.

Tabla 1. Constantes fisicas y rendimientos de los compuestos sintetizados (2-7).

Rend. Disolvente Rf.
No FM PM i Estado flsico . Punto de fusién (°C) Ref
(%) Recrist. (Sistema)
Encontrado Reportado

2 |CGyH,CI:NO 204.05 | 98.61 {Etanol Cristales blancos 031 (D |122-123 120.5 41

Cristal illo 42
3 [CgHCI:N:O4 249.05 { 80.77 {MeOH-B,O pﬁrlldo s amart 0.65 () | 123-124 123-124

ido.

Cristales rojizo 43
4 |CH.CILN.0, 207.01 | 73.22 |AcOH-H,O i ! 042 () | 174-176 177-179

anaranjado.

Cristales amarillo
5 |CiH;,CIN;O;, 314.72 | 67.69 |Benceno-EtOH . 0-59 (I) | 149-150

|naranja.
6 [CH;3CIN;O 284.74 | 78.85 IEtOH Cristales amarillos. | 0.22 (I) | 101-102
7 |CuHCIFNO | 362.73 | 41.37 |Ciclohexano Cristales blancos. 0.40 (1) {102-103

Por otro lado, en la Tabla 2 se recopilan los datos espectroscépicos y espectrométricos de los

compuestos novedosos 5,6y 7.
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Tabla 2. Datos espectroscépicos y espectrométricos obtenidos de los compuestos novedosos 5, 6,

y7.

IR (No.1) (KBr) v: 3462 y 3338 (NH3); 1560 (NO,); 1232 (C-O-C).
RMN "H(No.2) (TMS) &: 6.26 (1H, s, H en C6), 7.36 (1H, dd, J; = 7.5
Hz, J,= 1.0 Hz, H en C2'), 7.47 (2H, br, NH;, intercambia con D»0), 7.55
~-762(3H, m,HenC3',C’'6yC’7),7.83 (1H,dd, J;= 80 Hz, J,=24
Hz, Hen C5’), 791 (1H, dd, J= 8.4 Hz, Hen C4'), 8.04 (1H, dd, J;= 7.2
Hz,J,=1.8 Hz, Hen C8"), 8.18 (1H, s, Hen C3).

CG-EM (No.3) m/z: M*'= PB 314 (100%), (M*-35) = 279 (75%), (M*-
81) = 233 (85%).

IR (No.4) (KBr) v: 3461 y 3345 (NH>); 1227 (C-0-C).

RMN ‘'H (No.5) (TMS) &: 3.80 (4H, br, NH;, intercambia con D,0),
6.50 (1H, s, Hen C6), 6.92 (1H, dd, J; = 7.6 Hz, J>,= 0.9 Hz, H en C2'),
7.35(1H,s,Hen C3), 747 (1H, t, J;= 8.1 Hz, J,= 7.8, Hen C3"), 7.52 —
761 2H,m,Hen C’6 yH en C'7), 7.73 (1H, dd, J;= 8.4 Hz, Hen C4"),
795-8.02(2H, m,Hen C5’ yHen C8’).

CG-EM (No.6) m/z: M'= PB 284 (100%), (M*-35) 248 (90%), (M*-51)
232 (63%).

IR (No.7) (KBr): v: 2924 (NH), 1191 (C-O-C), 1151 (C-F).

RMN 'H (No 8) (TMS) &: 6.85 (1H, d, J; = 7.65 Hz, H en C2'), 7.26 (1H,
s,Hen C7), 7.37 (1H, t, J; = 7.8 Hz, J; = 8.1 Hz, Hen C3', 7.48 — 7.56
CH,m,Hen C’6 yHen C’7), 7.53 (1H, s, Hen C4), 7.65 (1H, d, J; =
8.4 Hz, Hen C4'), 7.88 (1H, d, J; = 6.6 Hz, H en C5°), 7.93 (2H, br, NH;,
intercambia con D-0), 8.20 (1H, d, J;= 8.5 Hz, Hen C8°).

CG-EM (No.9) m/z: M*= PB 362 (100%), (M*-35)=327 (93%).
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5.8 Efecto del 5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-2-(trifluecrometil)-1H-bencimidazol (7)

sobre la larva de T. spiralis.

La evaluacidn de la actividad biolégica "in vitro” sobre la larva muscular de 7. spiralis,
mediante el método MTT, fueron realizados por José¢ Gonzilez A. en lu unidad de Investigacion
Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias (Laboratorio de Parasitologia), CMN Siglo

XXI, bajo la dircccion de la Dra. Lilidn Yépez Mulia.

Los resultados obtenidos sc mucstran en la siguiente tabla:

*  Valores reportados de 8 ensayos realizados.

*  Valores reportados de 4 ensayos reportados.

N.D. No se determindg.
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6.

CONCLUSIONES Y EXPECTATIVAS

Después de haber realizado la sintesis del compuesto 7 y evaluado su efecto antihelmintico,

se puede decir que la ruta sintética y el ensayo biolégico seguido fueron adecuados. Las

conclusiones a las que se puede llegar y las recomendaciones para futuras actividades

relacionadas con esta parte del proyecto son :

1.

Sobre la reaccién de acetilacién. Esta reaccién se llevé a cabo sin ninguna dificultad, dio el
compuesto esperado (2) con rendimiento pricticamente cuantitativo. Se debe tener precaucién
cuando se adiciona el anhidrido acético, ya que la reaccién es exctérmica. Si no se controla
con bafio frio y que la temperatura no exceda de 70-80°C, se forman productos secundarios
que obligan a purificar el producto crudo. Un mejor control de la reaccién y que
probablemente sea méis econémico, podria ser la adicion de la 3,4-dicloroanilina (1)
pulverizada, y bien seca, sobre el exceso de anhidrido acético. De esta manera se evitaria el

uso de icido acético y se controlaria mejor la temperatura.

La reccién de nitracién también se realizé sin dificultades. El éxito de esta reaccién radica en
que la materia prima 2 este bien seca y pulverizada para que se disuelva en H>SO, conc. y no
se hidrolice. El control de la temperatura es importante ya que en este estudio por debajo de
15°C no se consumié la materia prima totalmente y por amriba de 22'C se obtuvieron
productos secundarios de dinitracién e hidré6lisis. Sin embargo, seria conveniente realizar un
estudio de nitraci6én a menor temperatura ( 0-5°C) y usar mayor cantidad de mezcla
sulfonitrica si es necesario; también conviene estudiar més el tiempo de adicién de la mezcla
nitrante y el tiempo de reaccién. La purificacién por maceracién en metanol conviene hacerla
en frio dos veces al menos, de esta manera se obtiene un producto con la pureza suficiente

para que en la siguiente reaccién de hidrdlisis se obtenga un producto crudo casi puro.

La manera mas simple de purificar el producto de hidrélisis (4) es por recristalizacién de
4cido acético-agua. Se obtienen agujas rojizas de alta pureza. Por este proceso resulta mis
econémico la obtencién de 4 que comprarla. Se podrfa estudiar mas sobre la hidrélisis

empleando un medio alcalino en disolventes orgéanicos.
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4. La reaccién de sustitucién nucleofilica aromitica dio buenos resultados empleando DMF
como disolvente. Sin embargo, este disolvente es dificil de eliminar. Para recuperar el
producto de reaccién se tiene quc verter sobre agua y se pierde el disolvente. La
recomendacion que se tiene es eliminar el disolvente por destilacién a presién reducida o bien
cambiar a otro disolvente, de preferencia polar aprético, con menor punto de ebullicién como
el dimetoxietano (glima). Otra opcién a estudiar es el empleo de otra base mas fuerte como el

KOH o NaOH.

5. La reaccién de reduccién tampoco dio dificultades. Es un método limpio y ripido para

obtener el compuesto 6. Alternativas por estudiar son la reduccién con icidos y limaduras de

hierro o polvo de zinc.

6. Las dificultades se presentaron en la reaccién de ciclacién con el anhidrido trifluoroacético.
Esta reaccién requiere de mis estudio hasta lograr la optimizacién. Las alternativas probables
son via reduccién de la correspondiente 2-nitro(trifluorometil)acetanilida, y via CF3COOH y
HCI4N.

7. Se logr6 identificar cada uno de los compuestos preparados. Los tres primeros (2, 3 y 4) por
sus constantes de pf, los cuales fueron concordantes con los reportados. Los compuestos no
descritos anteriormente (5, 6 y 7) se pudicron identificar por sus datos de IR, RMN 'H y
Masas.

8. Se adquiri6 experiencia en trabajo de laboratorio durante el proceso de sintesis de los
compuestos. Entre las técnicas més importantes aprendidas estdn la cromatografia en capa
fina y columna, la hidrogenacién catalitica, la realizacién de reacciones en condiciones
anhfdras, el manejo de reacciones a nivel de 100 g o més, las técnicas de purificacién, por
recristalizaci6n entre otras.

9. De gran importancia es la preparacién del compuesto 7 a mayor escala y la determinacién de
la actividad antihelmfntica en estudios in vivo para evaluar su efectividad. Esta tesis
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comprendib6 el estudio preliminar de s

el proceso.

{ntesis. Con la experiencia adquirida se puede optimizar
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ESPECTRO No. 1 Espectro de IR de 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (S).
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ESPECTRO No.2 Espectro de RMN 'H de 4-Cloro-5-(1-naﬁiloxi)-Z-nitroarﬁlina ).
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ESPECTRO No. 3 -Espectro de masas de 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (5).
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ESPECTRO No. 4 Espectro de IR de 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-o-fenilendiamina (6).
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ESPECTRO No. 6 Espectro de masas de 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-o-fenilendiamina (6).
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ESPECTRO No.9 Espectro de masa de 5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-2-(trifluorometil)- 1 H-bencimidazol (7)
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