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Introduccién

De ‘acuerdo con datos reportados actualmente por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS),’ las parasitosis intestinales son consideradas. las enfermedades infecciosas mas comunes

en todo el mundo. Se encuentran especialmente distribuidas en zonas tj‘opicales y subtropicales

en donde l‘aS‘

aproximadamen

de estas infecciones.

eﬁéécia se aniﬁesta después de siete dias de tratamiento. Aunque es un fiarmaco de bajo costo,

en muchos pac1entes presenta reacciones secundarias como dolor de cabeza, malestar estomacal,

nauseas e mtolerancxa al alcohol; recientemente se ha informado que dicho compuesto provoca

mutégenicidad.’ Adicionalmente algunos compuestos como la Quinacrina, y mas recientemente




- Introduccién

ntra’ Giardia por lo que han

idoutilizados

mblia " que- permitan’ aportar nuevos

hacia este padecimiento infeccioso.




. Antecedentes

1. Antreccaéhrtcé.t“

iento del ‘proﬁlérﬁa y

ob)envos del present trabajo de investigacién. Dicha informacion se presenta en dos seccxones}

generales, el primero relacionado con elegante parasnano Giardia lambl

el segundo " al grupo .

de compqestgs uimi int és, los benc:mldazoles antipar:

L Gid;dtq la

nto" deinterés en’

1 zv En:e_s/tds

or.ser. los parésitos

“intestinales mas reportados en'la clinica.

1.1.1; Clasificacion taxonémica'de Giardia lamblia.

""Los protozoarios se han clasificado dentro del subreino Protozoa que a su vez se divide en

tres grémdgs pylt Sa omastigophora (flagelos o pseuddpodos), Aplicomplexa (casi sin
; )'a (ciliados). Dentro del primer phyllum se incluye el género Giardia
an sido claramente definidas.> De acuerdo con el sistema de clasificacién

Gi&rdi‘a estd dividida en tres grupos morfolégicamente distintos,

‘ dlferenclados pnncxpalmente por la forma de sus cuerpos medios. El mas grande de estos grupos

cs‘e] de Giardia lamblia 'y en él se ha concentrado la mayor atencion debido a su importancia en

mana ‘como_ veterinaria. La descripcion taxonémica de Giardia lamblia se

presenta en la Tabla'1.:
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‘Tabla 71. 'faxbnoh‘lﬁ de Giardia IaminaA

Subreino - Protozoa

Phyllum Sarcomastigophora
Subphyllum Mastigophora (flagelos)
Clase : Zoomastigophorea.
Orden . Diplomonadida
Suborden Diplomonadina

Familia Hexamitidae

Género Giardia

Especie lamblia

1.1.2, Clclo de Vlda :
: El clclo de vxda de Giardia lamblia comprende dos etapas de desarrollo, la del trofozoito y

la de qulste (Esquema 1) Aunque poco se sabe del ciclo celular de Giardia, se ha sugerido que

En ocasiones, el
conducto y la

vesicula biliar pueden| _
. |ser infectados

Trofozoitos adheridos
a las mucosas del
intestino delgado

Excrecién
en heces

Esquema 1. Ciclo de vida de Grardia lamblia.®
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Aun no es claro sx todos Ios qulstes son mmedla!ameme mfectwos cuando salen’ por las

.. La reproduccién a

: pared.‘._'El' re u

letranuclead El des

: estomago.

El ambiente’ fuertemcnte écldo que ah1 existe parece ser el factor principal para que

esto suceda

Los: t'ro’f"ézoubs colonizan ;;rihéipalmente él duodeno y el yeyuno del huésped. Se

;multip]iéan e manera asexual La adherenc:a es.una caracteristlca esencial en Ia relacmn

huespcd-parés:to y a capacldad de adherencla in vitro es un indicador importante de la v1ab1hdad

de este par it

- E1 detonador para que los trofozoitos se enquisten aiin no se comprende del todo, aunque
este evento tiene lugar cuando los trofozoitos pasan a regiones posteriores del intestino delgado al

pa.récer, debido a la presencia de sales biliares.”

1.1.3. Morfologia y estructura.

Giarg?’iéz Iaml_)[ia es un organismo de apariencia y caracteristicas morfoldgicas que lo
distingl%én de otros protozoarios. En su estado de trofozoito tiene forma de pera, es binucleado
: édn ‘och:o ﬂé:geios, un par de cuerpos medianos y un disco ventral —estructura tinica de Giardia

(Esquema 2).2
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Esquema 2. Giardia lamblia en su estado de trofozoito

La forma infectante del parésito es el quiste, el cual esta rodeado de una pared fibrosa de
proteinas. Dentro del quiste son visibles de dos a cuatro nucleos (segun si la divisién nuclear ha .
sido completada), cuerpos basales, cuerpos medios y elementos estructurales del disco ventral y

lpé ﬂagelés.sz : :

1.1.4.'Mé§abo]|sdib;

organismo eucariote que no posee mitocondria, por lo que depende

predbminahf 'i'nc.nfte de las rutas catabdlicas anaérobicas para mantener su energia y su

homeostasis redox.>®

La ruta Embden-Meyerhof (REM) constituye la base .de obtencién de energia y el
mantenimiento de la homeostasis redox, ya que al convertir la glucosa exdgena (o algunos otros

carbohidratos) a piruvato, las dos fosforilaciones que acompaiian esta transformacion, generan
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NADH como brogl@étd de iavreduccién del NAD" intracelular. El mantener los niveles 6ptimos en
la concenﬁ@k_ziéﬁ del par redox NADH/NAD" a través de esta ruta es vital para este organismo.>*

El biru\"ato"qiljé;vsé genera via REM puede dar lugar a la formacién de acetato, propionato,

'la'ct'atq_',‘ etanol y.COz2.:Los tres primeros son importantes para mantener el pH intracelular y el

ﬁl}tim‘oiés produc‘tbvdc‘la ‘d:elscarboxilacién del piruvato que la ferredoxin oxido-reductasa (PFOR)

1;1_.5. Farmacos para el tratamiento dela giardiosis.

'fA'pqsa ¢ prog ables en la obtencién de vacunas, la quimioterapia sigue siendo

Furazolidona.® Por su naturaleza estructural, los tres primeros

pei‘teneé_eh él grupo d ‘nitroimidazoles, y el Gltimo al grupo del nitrofurano (Esquema 3).2
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NO, (I?
S _CH
[ )\ Vi N/\/“\/ 3
CH,CH,OH . . N”k -
e Métro‘nidazol‘u i : - Tlnldazol

Furazolidona’

,tratamiéxito‘ ‘dininistracién oral en dosis diarias de -’750 mg‘ 'i‘ lb dias Dentro de

’los efe’ os adversos que ‘este compuesto presenta se encuentran dolor de cabeza, nauseas, vémito,

) :dlax_'rea Y molestlas abdominales.!® Sin embargo, se tienen reportes de que el Metronidazol a dosis

11

. ,_’altas \Z por largo tiempo, es mutdgeno y carcinégeno en roedores;’’ aunque no hay datos que

| reporten que a dosis terapéuticas del farmaco conlleven a un riesgo notable de cancer en seres

humanos.lo

El mecanismo de accién de los nitroimidazoles se refleja en la toxicidad que poseen
contra microorganismos anaerobios o microaeréfilos. Podria considerarse al Metronidazo! como
un profirmaco porque necesita de la activacién metabélica por parte de los microorganismos

sensibles a éste.'?
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Particulammnte.én el.caso :de: Giardia, una vez que el compuesto Vbse difunde en su

¥ quimicamente reactivos que se forman durante

s para el microorganismo (Esquema 4). Algunos
de estos productos’co i6

ma’ner'z{ exacta cdmo es que provoecan dafio a las células, se tienen reportes de que pueden generar

‘ RZ-NOZ B ,‘ s
.. (Furazolidona)

NAD(P)H\ /RZ-NOZIOZ

Piruvato:ferredoxina

C

A Pt S o5

w R Ferreddkin:NAD NAPH 2

T e oxidoreductasa oxidasa o

Membrana . / \ 2

del Ferredoxina NADE)" R2-NO;~ /H,

trofozoito recueica, (nitro-radical)
-RI-NO; : _ - R!-NOZ RI-NO, T
(Metronidazol) - >_?-radmal)
L | o,

Esquema 4, Interaccion del

c&qnxd‘é‘zol en la cadena transportadora de electrones.

Actualmente, se tienen ‘algunos reportes que indican que organismos como Giardia y

otras bacterias anaerobias, presentan resistencia al Metronidazol.'*'* Los estudios a nivel

15

molecular indican que esta resistencias es atribuida a modificaciones de la Ferredoxina.
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como protozoario y Helicobacter como bacte!

Aﬁndue s_,‘e ‘cuenta con los férl;nat:os antes méncionadés se tiene _infdﬁnéciéﬁ de que
éxisu;n cépa§ resistentes a éstos, por lo que la necesidad de buscar nuevos agentes terapéuticos
giardicidas, resulta imperante. Nuevos esfuerzos se realizan con principios activos de plantas
medicinales,'” sintesis organica'® o farmacos utilizados contra otros microorganismos.'® En la
biisqueda e investigacién de dichos agentes se ha destacado la importancia del avance en el
conocimiento de la fisiologia y metabolismo de Giardia , aunque en este sentido se han logrado

19

avances importantes, -~ aiin se desconocen aspectos tales como su metabolismo completo, los
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mecanismos de resistencia a los farmacos, los mecanismos de patogénesis, por mencionar sélo.

algunos.’

1.2. Los bencimidazoles como antiparasitarios.

La estructura de la molécula de bencimidazol consiste en un sistema donde un anillo de

3
R N
Nz
Nt
|
Esquema S. Equlibrio tautomérico de la molécula de bencimidazol.

El uso de los bencimidazoles como antihelminticos data de los afios sesenta y se considera

al Tiabendazol como ‘e primer bencimidaZol utilizado contra diferentes helmintos tanto en

humanos como en animales.’ Sin embargo, debido a que cuando se biotransformaba daba lugar a

la fohhééléﬁ dé nt abolito inactivo (5-Hidroxitiabendazol), comenzaron a desarrollarse una
serie dc mo culas que dxeron lugar a la familia de los bencimidazol-2-carbamatos de metilo que

hasta e] d{a de hoy son unhzados en el tratamiento de diferentes parasitosis. (Tabla 2).%'

11
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Tabla 2. Bencimidazoles utilizados en el tratamiento de diferentes helmintiosis.

"Nombre -

'Iv"iab'enydézél‘

requisitos mdlspensables : parg’

»melox1carbomlamm

Los hencimidézoles son conocidos por ser antihelminticos de amplio espectro que
“ocasmnan muchos cambios bioquimicos en nematodos sensibles, por ejemplo, inhibicién de la
fumarato reductasa de mitocondrias, disminucién del transporte de glucosa y desacoplamlento de
fosfonlaclén oxidativa. Sin embargo, hay pruebas contundentes de que la accién primaria de

- estas moléculas resulta ser la inhibicién de la polimerizacion de microtabulos de la tubulina.?

12
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1.2 2 Los bencxmldazoles como glardlmdas. ;

ato de " metilo

Conipuesto : . Dosis, mg/Kg/dla
; : (mmol/Kg/dia)®

Metronidazol 15 (0.087)

Albendazol 15 (0.056)

*evaluado segiin el numero de qulstcs encontrados en heces fecales; “administracion oral

Los datos mostradqs en la tabla anterior indican que el Albendazol es 32 veces mas activo
in vitro que el. Meﬁ&hidézol. Sin embargo, cuando este bencimidazol se evalud in vivo, su
eficacia fue practlca.mente la misma que la del Metronidazol; utilizando para ambos casos 7 dias
de tratamlento. La pregunta necesaria es JPor qué siendo el Albendazol mas activo in vitro que el

Metromdazol requlere el mismo tiempo tiempo de tratamiento?. Al parecer la mayor actividad in

wtra no correlacmna con la esperada mejor actividad in vivo. Por lo anterior, es necesario tomar

algunas Vcon51de|jac1ones para explicar el comportamiento del Albendazol en estas condiciones y

como agehte giardicida.

13
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. ‘iﬁfécta':stas porciones dei ihiestino delgado.

"‘in vitro 24 h
iNViVO me———— 1-3h

Esquema 6. Tiempo de exposicion de Giardia in vitro e in vivo.

En la sngmente tabla se indican los diferentes nempo de trans:to en los segmentos

anatomxcas del aparato dlgestlvo, que corroboran lo antes menclonado para la permanencxa de los .

. compuestos enel duodeno‘y yeyuno

ncia y pH del tracto digestivo.

" Tiempo de  PH del
residencia  segmento
segundos .6.5

Tl a minutos

Eséfago segundos

Estémago ‘0.25 1.5h 1-2
Duodeno ~..35 0.5-0.75h  4.0-55
Yeyuno 280 1.5-20h  5.5-7.0
lleon 420 57h 7075
Célon y recto 150 1-60h - 7.0-7.5
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Un aspeclo adlcnonal a cons:derar son los faclores que provocan la dlsmmumén de la .

concentraclon de los ompuestos en el lumen intestinal a nivel de duodeno y yeyuno. Entre estos,

tres son Ios mas'lmponantes a mencionar: el peristaltismo, la absorcién y el cxtocromo P-450
(Esquema 7).’

peristaltismo

lumen
intestino
delgado

F: fairmaco; CYP3A4: citocromo P 450 3A4; M: metabolito

Esquema 7. Factores que disminuyen la concentracion de farmacos a nivel de duodeno y yeyuno.

El peristaltismo se puede disminuir con farmacos utilizados para combatir la diarrea.
Estos generalmente se administran en giardiosis. Los dos factores restantes presentan mayor
dificultad para controlarlos in vivo. En el caso del Albendazol, este compuesto es poco absorbido,
propiedad que serfa una ventaja para la giardiosis. Sin embargo, tiene dos caracteristicas qﬁe

influyen en su respuesta, su poca solubilidad en agua y su extenso metabolismo intestinal.*®

Aunque la poca solubilidad en agua de este compuesto no es importante para combatir a
los helmintos, esta propiedad si es importante cuando se trata de protozoarios. Los helmintos son
organismos pluricelulares con sistemas digestivos que pueden deglutir suspensiones; los
protozoarios son organismos unicelulares, en donde el ingreso dclprincipios activos tiene que ser

por algunos de los mecanismos clasicos de transporte de sustancias, difusién simple, transporte
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aclivo o endocuosxs En la dlqulén snmple, la solublhdad en agua y hposolublhdad del

compuestos son crucnales

g :'étaAbolismo, el ‘Albenda'zol' se oxida a Sulféxido el cual sigue

~S,

Albendazol - = : Sulf(’;xndo de’ Albendazol
(activo) .- : o (actwo) :
PR L | oypaas
Conprib&cién al metabolismo o o
CYP3A4 : 70% I - o)
FMNO: 28% PV N ﬂ
a 0. M»—NHCOCH,
\
H
Sulfona del Albendazol
(inactivo)

Esquema 8. Metabolismo del Albendazol

En este contexto, ‘tr 'grupo de trabajo ha incursionado en la biisqueda de nuevos

bencxmldazoles con potenclal acthdad antiprotozoaria y especificamente giardicidas. En la

16
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Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos in vitro contra Giardia lamblia para dos de estos

corﬁpuéstoé, tomando como controles positivos al Albendazol y al Metronidazol.*?

L DAé“‘los eéf&:eizos realizados hasta ahora, se ha aprendido que para que un bencimidézoi

presente,:actlvidad‘contra Giarda lamblia, no requiere los clasicos requisitos estructurales

est"ableéid'o‘s" ara 'lé—a'i:tividad antihelmintica de estos compuestos, tales como un substit’uyehte[

' metomcarbomlaml oen posmxon 2 y un subsmuyente propiltio o bencilo en la posicion 5 (6). Por

,otro lado, aunque es importante. la acnv:dad glardxcxda intrinseca de la sustancia, es importante

tomar en cuenta los facto adlclonales que influyen en la eficiencia de su actividad terapéutica.

Esto abre un m iobra para iniciar la bisqueda de nuevos bencimidazoles con otro

tipo de substitu entes y evaluarlos como antiprotozoarios.

Tab]a 5 Acnvxdad glardxclda de bencnmldazoles clorados

. Rz‘\©: \>_R1

|
H

Compuesto R’ R® CLso, tM
5-Cloro-2-trifluorometil.-1 H-bencimidazol CF; . Cl 1.282
5-Cloro-2-metoxicarbonilamino-1H- NHCOOCH; Cl 0.066
bencimidazol
Metronidazol 1.220
Albendazol ° . NHCOOCH; C;H;S 0.037

17
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2. Planteamiento del problema.

Para que un firmaco pueda producir sus efectos- caracteristlcos debe a]canzar

concentraciones adecuadas en los sitios donde actua. Estas concentracwnes, no sélo estan en

funcién de la dosis que se administre, también dependen de otros factor
absorcion (cuando se administra por via oral), distribucién, bxotransfonnaclén y excrecnon del

compuesto administrado.

"En el éaso particular de Gtardla lambha es necesano recordar que se. alo_]a

pnncxp mente en el duodeno y. yeyuno del mtestm delgado Y. permanece ahi grac as’a que

posee un dxs o sucturlo que le permnte dhenr' > Vertemente a estos smos. Por o que el

tlempo de expos:cxén a los compuestos qulmlcos en esta porclén del tracto gastromtestmal es

de 2-3 h

’Tomanddén' ¢uenta lo anteriormente mencionado, nos enfrentamos al problema de

tener que dlsenar molecu]as que: puedan pcrmanecer pnncnpalmente en duodeno y yeyuno

durante un tlempo de exposicién suficiente para matar al parasito, no ser metabolizadas por el

P 450;y,”.tener caracteristicas de liposolubilidad/solubilidad para ser absorbidas por la
’mémbkra;nka celular del protozoario.
¢(Es posible incluir estos elementos para preparar compuestos del grupo de los

“bencimidazoles con perspectivas de ser utilizados como agentes giardicidas?

18
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3. Objetivos.
El presente trabajo tiene como propésito

1.- Sintetizar los siguientes compuestos:

HOOC\@NOZ
' —CCF

g n 2
Acido 3-nitro-4-trifluoroacetamidobenzoico (4)

 5-Carboxi-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol (6)

;V ; ‘ . O
N

: N
N .
H

5-(Piperidinilcarbonil)-2-(trifluorometil}-1 H-bencimidazol (7)

o
N N
S—NHOCOCH,
"
H

2-(Metoxicarbonil)-5-piperidinilcarbonil-1H-bencimidazol (9)




Objetivos

|8

. Aislary piqriﬁcar cada producto obtenido, asi como los intermediarios que les dieron origen.

. Identificar cada}‘uh‘o de los compuestos sintetizados, por métodos espectroscépicos (IR, masas,

'H RMN) y ,de'térm‘ibnar sus propiedades fisicas como punto de fusién y Ry

. Registra:' la‘actividad giardicida in vitro de los compuestos sintetizados

20




: Metodologia :

i
4. VMetod(;I(;gi»::lg .

: En ;:l ’p‘resehte capitulo se presentan en forma de esquemas las diversas rutas de
prepéra;:ién‘ de los cbmpuestos propuestos en los objetivos, asi como una breve descripcién de las
i'nisma:s. 'L"osb detalles experimentales se describen mas adelante en el apartado de procedimientos

experimentales.

, a . R NO,
HO _2 o HO : b HO ,

NH;, . ‘ ‘NHCOCH,T PR NHCOCH, .
M @

S , 3 @y
(a) (COCH3;);,0/CH;CH,00CCH;; (b) HNO3/H,;SOy, 0-10°C; (¢) HSO,, 7d°C; (d) (COCF,);O/CH,CH;OOCCH;

Esqueina 9. Preparacion del compuesio 4

Acido 4-acetamidobenzéico (1)*

Se utilizé 4cido 4-aminobenzoico (Merck) como materia prima la cual se acetilé en el
grupo amino mediante la adicién de acetato de etilo (Baker) y anhidrido acético (Baker). La
mezcla de reaccion se colocé. en reflujo en acetato de etilo y se separ6 por filtracién. Se obtuvo

un sélido blanco con un rendimiento del 93% y p.f. 259.1-260.5°C.
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Acido 4-acetamido-3-nitrobenzoico (2)>
El compuesto (1) se nitré utilizando una mezcla sulfonftricé, méﬁténiér‘idokla temperatura
menor a los 10°C. Se obtuvo un soélido amarillo con un rendimiento elz951% y p.f. 210.4-

211.9°C.

Acido 4-amino-3-nitrobenzoico (3)*

El compuesto (2) se hidrolizé, a una temperatura de 70°C y ' is aclda, utilizando
H:8C. (Baker). Se obtuvo un sélido amarillo, el cual se recristalizévide"a'cétonitrilﬂ'(vM‘él;ck) con

un rendimiento del 85% y p.f. de 284.0-285.4°C.

Acido 3-nitro-4-trifluoroacctamidobenzoico (4)
El compuesto (3) se trifluoroacetilé en el grupo amiﬁo' mediante la“adicién de anhidrido

triflucroacético (Baker). E1 compuesto obtenido se recristalizo. deCHCls

(Baker) S¢ ob_tlivo un

-z

-(6)

- e - (D)
(¢) Ha, C-Pd (5%); (f) HOOCCF3/HCI 6N, reflujo; (g) carbinildiimidazol/piperidina
‘ Esquema 10. Preparacion del compuesto 6y 7.
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~ 5-Carboxi-2-(trifluorometil)-1 H-bencimidazol (6)

El compuesto (5) se sometié a condiciones fuertemente Acidas : '(HC,I, 'y ~acido
trifluoroacético)’® para dar lugar a la formacién del bencimidazo! correspondiente una vez que se

cicld. Se obtuvo un sélido blanco, con un rendimiento del 82% y p.f. 245.3-247.6°C

S-Piperidinilcarbonil-2-(trifluorometil)-1 H-bencimidazol (7)
El compuesto (6) se hizo reaccionar con carbonildiimidazo! y pipex’idihéﬁa}o‘condiciones

anhidras®® para formar la carboxamida correspondiente. Se obtuvo un sélivdvqu éﬁsialiﬁo de p.f.

110-112°C

HO

N : T :
4 J - AN "

- )7~NHCOOCH, e Q : 5 = \>—NHc00cﬂ,
e ) "

(j) carbonildiimidazol/piperidina

Esquema 11. Preparacién del compuesto 11

2-Metoxicarbonilamino-5-(piperidinilcarbonil)-1 H-bencimidazol (9)
El compuesto (8) sintetizado previamente en nuestro laboratorio®® se hizo reaccionar con
el carbonildiimidazol y piperidina bajo condiciones anhidras®® para formar la carboxamida

correspondiente. Se obtuvo un sélido cristalino de p.f. 297.2°C.
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Res;lllados '

S.: Resultados.

Comp. Ry Descripcién
1 0.34 . Polvo blanco fino
2 0.75 - Polvo'fmo color amarillo
3 0.75 Polvo ﬁno color crema
4 0.41 Polvo ﬁno color b]anco
5 020 ‘
6 033
7 i;‘o.é‘sf‘:
9 ’o 72

Tabla 7. Datqs‘espectrds;cépicos de los compuestos sintetizados, "

Comp i Datos espe’étrdscébicqs

Acido 4-nqefar’r;iﬁd§$gézoico 1) IR (KBr) v 3459, (NH), 2822, 2550
[0 BB IR BN (OH); 1665, (C=0); 1599, (Ar-COOH);
868, 855, 768 (Aromitico) cm™

M (IE) m/z 137 (M*; 5%); 137 (100%);
tr=36lmin- .
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Acido‘4;qc‘ctnmido-;4nitrbbenzoicd (‘2)\ s

5-Carboxi-2-(tﬁﬂu6rometil)-l H-bencimidazol (6)
(o}

3
N,
HO
>LCF3

T—Z

o NOy); 1143

/2014 (OH),
S (C=0); = g 7 (AINHCO);
- (NOg); 857,757, 696 (Aromitico) cm’

1716
1251

‘M (IE) m/z 224 12%), 182 (100%), tr= 0.66

mm

IR (KBr) v 34783368 (NH); 2806, 2539

(OH); 1627 (C—O), 1753 (NO;), 918,830,
762 (Aromético) cm™

M (IE) m/z 183 M 10%), 182 (100%), tr=3
min.* o e

IR/ (KBr) v 3287 (NH); "3093, 2537 (OH);

1101742 (c =0);.'1701 7 (CONHX); 1272

:(CF3); © 923, 856, 758

(Aromatico) cm™ - :

M “(IE)"m/z 278 (M", 40%); 232 (100%);
tr=3.75 min.

RMN 'H (DMSO-dg), & 2.5 (s, 1H ); 7.8 (d,
J = 8.1 Hz, 1H, H-5); 8.3 (dd, J = 8.7,
J=2.0Hz, 1H, H-6); 8.4 (d, /= 1.8 Hz, 1H,
H-2) 12.0 (s, 1H, NH); 13.0 (s,1H, OH);
ppm.

IR (KBr) v 3584, (NH); 3088 (OH); 1686
(C=0); 1324 (Ar-NH-R); 1158 (CF3) cm™

M (E) m/z 231 (M', 15%); 230 (100%);
tr=2.12 min

RMN 'H (DMSO-dg), & 2.5 (s, 1H, ); 3.7
(s, 1H, OH); 7.7 (d, J = 8.4 Hz,1H, H-7);
7.9 (dd, J = 8.7, J= 1.5 Hz, 1H, H-6); 8.3
(s, 1H, H-4) ppm.
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“IR (KBr) .v. 2941 (NH); 2857, 2712 (OH);
71603 (C=0); 1318 (Ar- NH-R), 131 “11162 :
#1136 (CF3) cm’! E «
“(E) 'm/z 297 . M 50%) 1296 (100%),
cntr= 717 ming :
RMN 'H (DMSO-dq), & 1 5(s, 4H, H3f H.s' )
1.6 (s, 2H, 'H-4"), 3.3 (s, 2H,'H-6');:3.6 (s, _
2H, H-2); 7.4 (d, J = 8.4 Hz, IH, H-7);"7.7 "
(s,1H, H-4); 7.8 (dd, J = 31 Hz.‘]H HG)
14.2 (NH)ppm IR o
RMN '3C (DMSO-d;), & 240 25.6, 425 482
1135 132.5,-140.5, 142.0, 168.8 ppm..

5-Piperidinilcarbonil-2-(trifluorometil)-1 H-bencimidazol (7)’

2-Meloz(icarbonilamino-S-(piperidinilcarbonil)-lH IR (KBr) v 3339 (NH); 2932, 2849 (OH);
bencimidazol (9) | 1734 (COO); = 1627,1596 (C=0O); 1423
‘ - (CH3); 1237, 1259 (Ar-NH-R); cm™

M (IE) m/z 301 (M', 50%); 269 (100%);
tr=7.17 min,

RMN 'H (DMSO-dg),, & 1.4 (s, 2H ‘H-47);
1.6 (s, 4H, H-3’, H-5°), 2.4 (s, 2H, H-6");
2.5 (s, 3H, CH;); 3.3 (s, 1H, NHCOO);
3.7 (s, 2H, H-2°); 7.0 (d, J = 8.1 Hz, 1H,
H-7); 7.4 (s,1H, H-4); 11.67 (NH) ppm.

RMN "*C (DMSO-dy), 5 24.1, 25.7; 52.5, 112.4,

“113.4, 120.1, 128.0, 148.3, 154.7, 169.8,

ppm.

tr: tiempo de retencién en el cromatagrama de gases.

Los resultados de la prueba de actividad in vitro contra los trofozoitos de Giardia lamblia de los

compuestos : 4 6, 7, 8 y9 utlllzando Albendazol y Metronidazol como controles positivos se

muestra en la sngmente tabla.
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Resultados

Tabla 8. Actividad de 4,6,7,8 ¥ 9 contra trofozoitos de G. lamblia.-

CLoCLan

Comp.. CLso (M) -
3 1546 409
6 0.656 326
7 5.983 9535
8 0.034 21.0
9 2.497 15.0
Albendazol 0.037 2.02
Metronidazol 1.220 6.12

CL;so: concentracion letal media; CLog: concentracién letal parale 90% de la poblacién.
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Discusion

6. Discusién.
6.1. Consideraciones para el diseiio.

Con la intencién de adquirir mayor conocimiento sobre los efectos de las modificaciones
estructurales en la actividad  giardicida, se decidié preparar una serie de moléculas
bencimidazoélicas que:

1. Conservaran todas el atomo de hidrégeno en la posicién 1, para tener un punto de

comparacién con respecto a los compuestos que se muestran en la Tabla 4.

antiprotozoaria in vitro.? Las carboxamidas sintetizadas por su peso molecular y resistencia a ser

~-hidrolizadas en el ’pl-asma podrian ser acarreadas por la circulacién enterohepética, lo que daria
“una .'v‘e_‘n‘taj’a por'el hecho de mantener altas concentraciones de estos compuestos en el lumen

intestinal. -

Por otro lado, con base en resultados previos de bioprecusores de bencimidazol-2-
. carbamatos. de metilo que a pH basico dan lugar a su formacién (Esquema 12),*® se decidié
_preparar el bioprecursor 4 del compuesto 6 con intencién de generarlo por la actividad de las

enzimas nitro-reductasas que Giardia posee.
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N ﬁ ‘
O \>——NHCNHCOCH3

N ,

| . ;

Mebendazol H

1. nitro-reduccién Hooc N .
™ »—crF,
. 2. ciclacién

H

Esquema 12, propuesta de bioconversién de 4 en 6.

6.2. Parte Quimica.

La ruta sintética que se siguié' barticr‘)rdel 4cido 4-aminobenzoico, el cual se acetilé en el
grupo amino mediante: la gdicién de anhidrido acético, utilizdindose como medio de reaccién
acetato de etilo; aéi'se Vobtuvo él compuesto (1) con un rendimiento del 93%. El espectro de IR

(KBr) mostré una banda intensa a 3305 cm™, caracteristica del enlace NH; a 2822 y 2550 cm™

'aparemeron bandas caracter{stlcas del enlace OH y a 1665 cm™ aparecié una banda caracteristica

'del enlace - k Las seftales a 868 y 855 cm” indican la sustitucién en posicién 4 del anillo

aroménco. En el espectro de masas, el i6n molecular fue de m/z 180 y una abundancia relativa

‘ del 5%, el pICO base apareci6é con m/z de 137 (100%) y equivale a la molécula cuando se rompe el

enlace Aamlda.
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I

El compuesto (2) se. obtuvo al mtra.r (1) Esto se. logro utlhzando una mezcla sulfomtnca e

que se fue adnclonando lentamente cu1dando snempre que la temperatura no rebasara los 10 °C7-‘ L

pues se correna el 'esgo de que la molecula se mtre mas de una vez, El rendlmlemo de esta"‘

reaccxén fue del 95% El ‘espectro de IR (KBr) mostré una’ banda a3324 cm” caracteristica delr

- enlace \IH a 3324 (:ml aparecié una banda ancha caractenstlca del enlace OH y a 1716 cm™

presento una’ banda caracteristica del enlace C—O‘ Aparecno ademas una sefial en 1338 que -

_corresponde al grupo ArNHCO y una sefial mtensa aj 1251 cm que corresponde al grupo N02 -

Las sefiales que aparecieron a 857, 757, 696 cr esponden al anillo de benceno que se.

encuentra trisustituido. En el espectro de mésas, el'ién molecular aparecié con m/z de 180 y una' K

abundancia relativa del 5%; el plCO bas n/z de 137 (100%) y equwale ala

molécula cuando se rompe el enlace amxda

El compuesto (3) se obtuvo medié.nte Ig 1)__idr61isi 4cida del co'fnpqesto (2) utilizando H;SO4

como catalizador. Se calenté a una terﬁperéturé de 70°C duraqfcﬁ h y después se lavéd con agua
fria para precipitar y neutralizar al compuesto. El rendimiéntc; de la reaccion fue del 85%. El
espectro de IR (KBr) mostré una banda a 3478 cm’! caracteristica del enlace NH; a 2839 y 2806
cm ~! aparecieron como bandas anchas caracteristicas ;le'l enlace OH y a 1627 cm™! apareci6 una

sefial intensa que corresponde el enlace C=0; a 1253 cm™' aparecié una sefial intensa que

corresponde al grupo NO,. Las sefiales que aparecieron a 918, 830, 762 cm™ corresponden al

anillo de benceno que se encuentra trisustituido. En el espectro de masas, el i6n molecular
aparecié con m/z de 182 y correspondi6 al pico base del mismo (100%), con m/z 183, y una

abundancia relativa del 10%, apareci6 el ién [M", +1]
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El compuesto (4) se obtuvo mediante la trifluoroacetilacién del grupo amino. Para la

‘obtenClén de este compuesto se utiliza anhidrido trifluoroacético en acetato de etilo como medio

de reacclén. Dado que también se forma icido acetico, es necesario llevar la mezcla a pH no

El espectro de IR (KBr) mostr6 una banda a 3287 cm™ caracteristica del
! aparecieron dos bandas anchas caracteristicas del enlace OH y a

‘aparecié un sefial intensa que corresponde el enlace C=0, a 1272 cm™! apareci6 una

rresp deniral ‘grupo NO,. A 1143 cm’' apareci6 una sefial intensa que

: i'xe‘aparecieron a 918, 830, 762 cm’' corresponden al anillo de

benceno que se encuentra msustltmdo En el espectro de masas, el i6n molecular aparecié con

miz de 2"8 y un abundanc1a re]atlva del 40%; el pico base aparecié con m/z de 232 (100%) y

equivale a la molecula cuando se rompe el enlace del grupo nitro. El espectro de "H RMN mostré
a 7.8 ppm una senal doble que integré para el H-5; a 8.3 ppm se observé una sefial doble de

dobles con J 8 7 yJ 2.0 Hz que integré para el H-6; a 8.4 ppm se observé una seital doble con

J= 1. 8 Hz quc i 'tegré para dos atomos de hidrégenos.

6) ske obmvo a partir del acido 3,4-diaminobenzéico. Esta reaccién se llevé a

cabo en un medio ﬁxertemante acido y con calentamiento para ser favorecida, ya que el

mecamsmo 1sma 1mp11ca el ataque nucleofilico de uno de los grupos amino al carbonilo

cético. El rendimiento en este caso fue del 80%.
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Aqui’ cabe mencionar que también se exploré una sintesis a!tqmat'iva'. de’ este mismo

compueSib hedianté la utilizacién de ditionita de sodio en medio basico,

: compuesto (4 que se coloco en un matraz con agitacion magnétlca y a

'adxcxonando NaHCO; para basificar el medio. La reaccién ocumé medlantefla reduccu‘)n del

Y - :grupo‘m ro 2 amino pues la ditionita de sodio actué como agente rcductor para despues dar lugar

,:a la kformaclon del anillo del imidazol mediante un ataque nucleofilico al carbomlo de la

mﬂuoroacetamlda Desafortunadamente esta reaccién tuvo un rendlmlemo muy bajo ya que se

- llevo a cabo en agua y la extraccién del compuesto fue complicada.

El espectro de IR (KBr) mostré una banda a 3584 cm’' caracteristica del enlace NH, a 3088

’ 'aparecm a banda caractenstlca del enlace OH y a 1686 cm™ apareci6 una sefial intensa que

‘corresponde 1 enlace C=O a 1324 cm ! apareci6 una sefal intensa que corresponde a la amina

v d del |m1dazol y a 1158 cm’ ! aparecié una sefial intensa que corresponde al CFi. En el espectro de

kmasas, el lon”molecular aparecié con m/z de 230 y correpondi6 al pico base del mismo (100%),
- con‘_m/z ,231;3’ una abundancia relativa del 15% apareci6 el ién [M*, +1]. El espectro de '"H RMN
; jﬁo’éré: un singulete a 3.7 ppm que integré para el OF; un doblete a 7.7 ppm (J = 8.4 Hz) que

Jihté‘gfé para 1 H y se asigné al H-7; una sefial doble de dobles conJ=8.7 yJ=1.5Hza ’.1.9

ppxﬁ que se asigné al H-6; y un singulete a 8.3 ppm que se asigno al H-4.

~ El compuesto (7) se obtuvo a partir de (6) mediante el uso de carbonildiimidazol como
agente acoplante. Hasta antes de la adicién de la piperidina, la reaccién debi6 llevarse a cabo en
condiciones anhidras, y siempre fue necesario utilizar alguna técnica de CCF o CC para separar

el compuesto pues ni la extraccién ni la recristalizacién fucron suficientes para purificarlo. El
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deJ=84Hza7

espectro de IR (KBr) mostrélliné baﬁdé k'294l;‘cm.'k';cé

aparecieron bandas caracteristica'de

corresponde el

protones que se asignaro

I nitrégeno. El espectro de *C

39,42,5,48.2 ,_1‘13.'5', 132.5, 140.5-142.0y 168.8

Lpsﬂ,¢spe‘ctrds de 'HETCOR ayudaron a determinar y confirmar la estructura de este
compuy'eStd»yva qu Ao§trtaron las seiiales correspondientes a la amina aromdtica y al carbono
adyacente al grupo trifluorometilo que como se observa, muestra multiplicidad en la regi6én de 40

ppni."Lal\ presencia del anillo aromatico también se confirmé en las sefiales que aparecieron en

120/ 7 ppm. -
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para IH del NHCOO;.-y:ui smguleteka 3. 7 ppm que integrd para 2 protones que se asignaron al

H2 de Iaplp id

ostré una sefial doble J = 8k4‘Hz a 7 . 'qui;e integré para el H-7;

un singulgté a.7.4 ppm que intégr6 para 1H del H-4, y un sjngqyl’etg_'a 11.7 p}im que corresponde

al e'nlaée_:NH.

TCOR ‘ayudaron a determinar y confirmar la estructura de este

ppm lo que conﬁrmé la presencna del grupo carbamato.




k por la presencla ‘delas enzumas nitro-reductasas. Aunque el valor obtenido de CLso y CL90> podnan

Discusion

6.3. 'Parte biolbgica.

En esta evaluacién, los compuestos sintetizados seprobaron’a concentraciones de 0.005,- .

0.010, 0.050, 0.100, y 0.500 mg/mL y se determin la CLso y CLao contra trofozoitos de Giardia

lamblia.

Aunque todos los compuestos mostraron actividad contra Giardia lamblia ninguno de ellos

superé la relaclon‘(CLgo/CLso) a los controles positivos, el Albendazol y.el Mebendazol Los:
valores de CLso indican que 4 y 9 fueron menos activos que. el Metromdazol y por o tanto -

‘vcarentes de interés como pnnclplos activos contra este protozoario. Cabe recordar en este punto

S 1nd1car que est pudo suceder, el compuesto (4) no supero la actividad mtrinseca mostrada por el

compuesto (6) Esto lamentablemente descarta la posibilidad de seguirlo estudiando, ya-que el
umco smo de bloconversnén de 4 para generar 6 en el huésped es el intestino grueso, sitio distante

dcl duodeno y yeyuno.

. Al parecer la presencia del grupo carbamato sigue siendo importante pues le confiere una
_mak'yokrkactividad intrinseca con relacién al grupo trifluorometilo. Cabe aqui mencionar que la
sAo‘l‘_'ubilidad de .los carbamatos es menor que la de los compuestos trifluorometilados. La
" solubilidad en agua es importante en estos casos ya que es recomendable que contar con
'co'mpuestos solubles en el lumen intestinal (duodeno y yeyuno) que en suspension para tener una

mejor eficiencia en la respuesta giardicida in vivo.
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‘- Por:otro léqb,‘ la préseﬁqia de carboxamidas ciclicas en la posicién 5(6), parece sélo ser
importénte"si: l'o_qﬁgv‘vsé desea e qix_é las moléculas tengan posibilidad de entrar a la circulacién

enterohepé,tiéif,‘ pues: no’ parecen incrementar significativamente la actividad giardicida de los’

bencimidazoles precursores.:
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Conclusiones.

trifluorometil)-1H-bencimidazol  (7) y 2-

®).

se obtuvieron con bajo

¢ entraran’al ciclo ‘enterohepatico, para mantener una’ mayor

al de los mismos.

. »:De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas biolégicas, el compuesto Acido 3-Nitro-

4-tqﬂuoroacetamido benzodico (4) disefiado como un bioprecursor de 6, presentd actividad in

vitro similar a la del Metronidazol, lo que de entrada plantea la disyuntiva de seguir la
investigacidn para resolver la interrogante de que dicho comportamiento se debe a la generacién
de 6 dentro del protozoario o a una actividad intrinseca de 4. Sin embargo los datos de CLso y

CLyo obtenidos no lo hacen atractivo para utilizarlo como estrategia para incrementar la
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efi ciencia del cdmpuesto‘ 6 i:uando se lleve a cabo la evaluacién in vivo, ya que el otro sitio de
pOSIble mtro reduccxén es el mtestmo grueso sitio distante de la infeccién por Giardia.

Los compuestos 5 Carboxn-z -(trifluorometilo)-1 H bencimidazol (6) y 2-Metoxicarbonilamino-

; 5—carbox1- / bencnmldazol (8), presentaron una actividad in vitro de aproximadamente 2 y 36

vecés lnzlziy(‘)r; Metromdazol respectivamente, ademas de una mayor solubilidad en aguak'
: gracxas a la presencia del carbox:lo en la posicién 5 (6) En el caso del compuesto (8) se observo

rbamato de meulo en la posncxén 2, sigue siendo importante. pues ]a; :

@ y 2

H benzimidazol

5- Plpendlmlcarboml -2- (tnﬂuorometll) 1

,cdmpi;es_tbs‘ 6y8 para comprobar sf presentan algiin cambio en los periodos de administracién

con ('vrbtﬂ»z{(:i‘qn 10510 dias utilizados para el Metronidazol y el Albendazol.
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Apéndice A

Apéndice A. Parte experimental.

Instrumentacién

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Bitchi mddglo B-540, uﬁlizz’tﬁ&ose capilares de
vidrio. 7

Para concentrar las soluclones se empleé un rotavaporador marca Bﬂchl R-1 14 con vacio generado

por una bomba de vaclo mar : GAST modelo 0523 V4F a)ustada a 30 mm de Hg

i I’ara reahzar Ia hldrogenamon catalmca se utlllzo un hldrogenador marca Parr modelo 391 EG con
cargas de 60 lb/pg N utlllzando hldrogeno en tanque marca Linde y como catalizador carbono

(Aldnch) sobre Pd al 5%.

Cromatografia en capa fina.
Para la cromatografia en capa fina (CCF) se utilizaron placas de vidrio recubiertas con gel de silice
60 F-254 con indicador fluorescente. Los compuestos organicos se revelaron con luz UV y/o con

yodo.

Cromatografia en columna.
Para la cromatografia en columna se utilizé gel de silice 60 Merck con un tamaiio de particula

0.063-0.200 mm y malla ASTM 70-230.

Acido 4-acetamidobenzéico (1).
Una solucién agitada en condiciones anhidras dé’ 15 g (0.109 moles) de dcido 4-aminobenzdico en

100 mL de acetato de etilo se coloco en un bafio de hielo y se le adicionaron lentamente 15 mL
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,"’Apél;d'irce 4 ’ .

7(0 159) moles de anhldndo acétlco La mezcla se agité por una hora a temperatura amblentek_ B

observandose la’ formacxé

-se coloco en reﬂujo de acetato de etilo durante 5 h. Dicho sélido se separo por ﬁllramon al vacm, .

: seco durante toda Ia noche y ﬁna]mente se obtuvo un polvo blanco, muy ﬁno, de p. f :259. 1-260 5°C

o »" ye con un rendxmlento del 93%.

"H.EAcvido 4-acetamido-3-nitrobenzéico ).

- Un vaso de precipitados de 500 mL provisto dé termémetro y agitacién magnética ﬁié colocado en
un bafio de hielo seco-etanol y se le adncxonaron 9 mL (0.162 moles) H,SO; una vez que el acido
alcanzé una temperatura de —5 °C, se adnclonaron lentamente y con agitacion 5 g (O 028 moles) de

acido 4- acetamxdobenzélco (1) cuxdando que la temperatura no sobrepasara lo 5§ °C. Por otro lado, se

. pusieron a‘renﬁ’lra.r, por sgp;ufgdq,y “dos :yasos de precipitados que contenian 3 mL‘(O.VOSA moles) de

2. HNO3 respectivamente. Una vez que ambos’ alcanzaron una

.R_,— 0 75 (CHCl;/MeOH 85:15) que se separé por filtracién al vacio, lavé con agua y secé durante

48 horas
-Fmalmeme se obtuvo un polvo amarillo de aspecto fino y p.f.: 210.4-211.9 °C con un rendimiento

"",del 95%.
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Apéndice A

Acido 4-amino-3-nitrobenzéico (3).

Una solucién agitada de 4 g (0.0lé indiés)\;de' acido 4- \etémido-j-hi@rc;bénz_éico :(2)'6 A 10 mL de

H,S0; se calenté en un bafio de ééelte‘ durante 4 h y dejé’ hfﬁaf para ‘des';‘i‘;iés‘ad}c;l

ar un'poéo de
hielo picado con lo que prec1p116 u co! 0 a 5'(CF ( feOH 85:15)" que se
Finalmente se obtuvo un polvo amanllo de aspecto ﬁno y p. : :eqdimiento

- del 85%.

Acido 3-nitro4-trifluoroacetamidobenzéico (4).
A una solucién agitada de 3 g (0.017 moles) de acido 4-amiric.y-3,-nitrob§h‘z‘<.51icd(3)”e‘n 60 mL de
acetato de etilo se le adicionaron lentamente 6 mL (0.014'.‘m61es)- de. éﬁhi'driddbtriﬂupi'oacético

disuelto en 30 mL de acetato d etllo

La reaccidn se dejo en agltamén durante Shy despues se reahzaron lavados con agua (3x75 mL),

' .,'*El producto rudo se recristalizé6 de CHCI; y los cristales formados se separaron por filtracién al

:', vacio y secaron resultando de un aspecto muy fino, amarillos y p.f.: 173.5-175.2 °C.

5-Carboxi-2-(trifluorometil)-1 / bencimidazol (6).
A una solucién agitada con reflujo de 3 g (0.020 moles) de dcido 3,4-diaminobenzéico (5) en'20 mL

" de HCI 6N diluido en igual proporcién con agua, se le adicionaron 2.5 mL (0.028 moles) de acido
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7 tnﬂuoroacétlco Después de 5 h de calentamnento, se observé la formacnén de un séhdo gnsaceo que

se separé po fi ltracxé 'al vacio en’matraz de v1dno poro c su mayor punficacxén se

- (CHCly/acetona/é r ‘de’ petroleo/Ac acético 10 6 15: 0 6) con* un endim ~del 8>2!%"que se

‘recristalizo devbcﬁéeno/MeOH forméndose cristales muy finos, colqij l)\langoﬁ -2476 °C
; 'S-i’iperidinilcarboniI-2-(triﬂuorometiI)-1 H bencimidazol (7).
A una solucién agitada, con reflujo y bajo condiciones anhidras de‘ 2 ( 008 te 'del’ 5-cafboxi.
2-trifluorometil-1 H bencimidazol (6) se le adicionaron 2.1 g (0.0‘ifi moles) de carbonildiimidazol.
Después de 6 h, se adicionaron 0.86 mL (0.009 moles) de pipéﬁdir'uijyz égjé n égi;ﬁéiéfi durante 24
h. Una vez transcurrido este tiempo se realizaron S lavados con agua ‘(3x50 mL)y la fa;e orgénica se

colecto seco con N32504 anhldro y concentré a sequedad en el rotavapor para obtener un semisélido

. cafe que resulté ser por CCF una mezcla de varios compuestos. La mancha principal ton R/~=0.38 se

o V:'separé de las demés por cromatograﬁa en columna obteniéndose un sélido de aspecto cristalino,

cplor rosa muy tenue con p.f.: 110-112 °C

2-Metoxicarbonilamino-5-(piperidinilcarbonil)-1 H-bencimidazol (9).
A una solucién agitada con calentamiento en baiio de aceite en condiciones anhidras de 1.5 g (0.006

moles) del 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-carbamato de metilo, se le adicionaron 1.6 g (0.010 moles)
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,de carbomldnmldazol en 30 mL de dimetilsulféxido (DMSO). Después de 8 h se suspendlé e

h a temperatura amblente Fma]mente, se obtuvo un sélido color crema, de aspecto muy fino con

p.£:297.15°C

Evaluacion in vitro de la actividad de los compuestos 4, 6, 7, 8 y 9 contra G. lamblia.
Se emples el método de subcultivo previamente estandarizado. Se incubaron 5x10° trofozoitos/mL
de Giardia lamblia por 48 h a 37 °C, en tubos con concentraciones de 5, 10, 50, 100 y 500 ng/mL de

los diferentes compuestos, ademas del albendazo! y el metronidazol que sirvieron como compuestos

de referenma Com ) ¢ trol negativo se emplearon trofozoitos en medio libre de firmacos. Ademas

se tomaron 50 pL_ de los trofozoitos tratados y se cultivaron en medio fresco, ya sin los compuestos,

y se iﬁcubarén_:ﬁc‘)r otras 48 h.
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. dos ocasiones.
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Apéndice B
Apéndice B. Espectros

Instrumentacién.
Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotémetro de transformada de Fourier,
modelo1605, marca Perkin Elmer, en pastilla de bromuro de potasio y las sefiales sc dan en cm‘l

Los espectros de resonanc1a ‘magnélica proténica (‘'H RMN) se determinaron en un cqunpo marca -

Vanan a 300 M ., utlllzando dimetilsulféxido (DMSO-ds) como disolvente y tetram. tllsﬂano

(TMS) com ‘ mtema Los desplazamientos quimicos (§) se da.n en Pp

. mtroducmon con cromatograt' ade gases, con lmpacto electrémco (IE) en'un aparato marca Jeol

modelo JMS sx 02A :
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