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Resumen

En este trabajo se sintetizaron ocho compuestos derivados del acido 2-
(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxilico (BRR-A) y dos compuestos 2-
(trifluorometil)-1,3-benzoxazélicos. Se determiné la actividad giardicida in vitro de
los mismos asi como la permeabilidad aparente de cuatro compuestos en la linea
celular Caco-2.

Ocho de los compuestos sintetizados fueron mas potentes que el
metronidazol, farmaco de eleccion contra Giardia intestinalis, siendo el 2-
(trifluorometil)-1,3-6-benzoxazolcarboxilato de metilo (10) el compuesto mas
efectivo contra el parasito. Los resultados obtenidos incrementaron el
conocimiento sobre los requerimientos estructurales de este tipo de moléculas
para la actividad giardicida.

Por otra parte, los estudios de permeabilidad mostraron que los
compuestos evaluados se absorben pasivamente y no estan sujetos a sistemas de
reflujo. Adicionalmente, se establecié que la presencia de un grupo acido en la
posiciébn 5 6 6 y de un hidrégeno en la posicién 1, fue desfavorable para la
absorcion de estos compuestos.



Introduccion

Giardia intestinalis es un protozoario enteropatégeno que infecta a un gran nimero
de personas a nivel mundial, y causa la muerte de aproximadamente 2.5 millones
de personas anualmente; lo cual es equiparable con el niumero de muertes
causadas por Ascaris lumbricoides.

La giardiasis se presenta con mayor frecuencia en paises con clima tropical
donde afecta a la poblacién infantil, causando problemas en el desarrollo. El
elevado numero de casos registrados indican que el tratamiento y la prevencion de
esta enfermedad son inadecuados.

Aunque hay varios farmacos activos contra G. intestinalis, el metronidazol
es el farmaco de eleccién contra este parasito; sin embargo, presenta una serie de
efectos secundarios que pueden ser en algunos casos severos.

A pesar de los avances en el estudio de la biologia de este parasito los
compuestos utilizados en el tratamiento son utilizados empiricamente y el
desarrollo de nuevos medicamentos es escaso. Adicionalmente, ningun farmaco
utilizado contra este parasito esta libre de presentar resistencia. La exploracion de
nuevas alternativas en el tratamiento es un aspecto primordial en la lucha contra
G. intestinalis.

Los 2-metoxicarbonilaminobencimidazoles, como el albendazol vy
mebendazol, han mostrado ser efectivos contra G. intestinalis. No obstante, el
tratamiento con albendazol requiere de administraciones repetidas durante varios
dias para que sea efectivo. Esto se debe a dos factores principales, la
insolubilidad acuosa de ambos compuestos y a su corta permanencia (3 horas) en
duodeno y yeyuno, sitio de infecciéon de G. intestinalis. Por esta razon se requiere
administrar dosis mayores a 7.5 mg/Kg durante 7 dias.

Estudios recientes han mostrado que los 2-(trifluorometil)bencimidazoles
poseen actividad contra G. intestinalis y otros protozoarios. Dentro de este tipo de
compuestos se sabe que el acido 2-(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxilico
(BRR-A) posee actividad giardicida in vitro.

Algunos farmacos presentan problemas de biodisponibilidad debido a que



la absorcion de éstos se encuentra limitada por sistemas de refiujo, principalmente
por la participacion de la glicoproteina P (P-gp). Se postula que un compuesto que
es sustrato de la P-gp se mantiene en recirculacion entre el lumen intestinal y las
células del intestino, este proceso de recirculacién hace que los compuestos
permanezcan por mas tiempo en la luz intestinal.

De esta manera si los 2-(trifluorometil)bencimidazoles son sustratos de la P-
gp podrian mantenerse en recirculacion dentro del intestino ejerciendo su actividad
giardicida por un tiempo mayor y se lograria disminuir la posologia.

El propésito de este trabajo fue sintetizar una serie de 2-
(trifluorometil)bencimidazoles (1-8) y 2-(trifluorometil)benzoxazoles (9 y 10)
derivados del acido 2-(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxilico (BRR-A),
determinar su actividad contra G. intestinalis y su permeabilidad aparente en la
linea celular Caco-2 para establecer si son sustratos de la P-gp. Adicionalmente,
se obtuvo informacién béasica de los requerimientos estructurales de los 2-
(trifluorometil)bencimidazoles para la actividad giardicida y se establecieron otros
requerimientos estructurales para mejorar la actividad in vivo.



1. Antecedentes

Las enfermedades parasitarias causadas tanto por protozoarios como por
nematodos se encuentran entre los principales problemas de salud publica.

El detrimento en la salud causado por parasitos es considerable y esta
problematica se ve reflejada en la salud de los individuos, y también en la
economia de los paises endémicos de la enfermedad (Horton, 1990). Las
infecciones parasitarias contribuyen a hacer mas grandes las desigualdades
sociales, e inclusive este tipo de enfermedades pueden incapacitar a un individuo
en edad productiva para toda la vida (Evans y cols., 1994).

El interés en protozoarios intestinales se ha incrementado debido a que son
enfermedades dificiles de tratar sobre todo en pacientes inmunocomprometidos.
Por otro lado, los estragos ocasionados por estas enfermedades en paises en vias
de desarrollo, indican que la prevencion y terapia actual son inadecuados (Petri,
2003).

1.1. Giardia intestinalis y giardiasis

Se ha estimado que aproximadamente 280 millones de personas se infectan
anualmente a nivel mundial con G. intestinalis (G. duodenalis o G. lamblia) (Buret,
1994; Upcroft y cols., 2001; Lloyd y cols., 2002). Es la infeccién por protozoarios
mas comun a nivel mundial, con prevalecia de 2-5 % en paises desarrollados y de
20-30 % en paises en vias de desarrollo (Farthing, 1994). Esta infeccion es la
principal causante de los casos de diarrea crénica (Upcroft y cols., 2001). La
giardiasis se presenta con mas frecuencia en la poblacién infantil. En un estudio
realizado con 45 nifios guatemaltecos, donde se monitorearon desde el nacimiento
hasta los tres afios de edad, se observé que todos habian presentado la
enfermedad y la mayoria de ellos tuvieron infecciones recurrentes (Farthing y
cols., 1986).

La transmisién se realiza por la via oral-fecal y por el consumo de agua o
alimentos contaminados con quistes de G. intestinalis. La giardiasis es



considerada como contagiosa y el contacto interpersonal puede causar brotes
epidémicos en familias, guarderias y asilos (Mineno y cols., 2003). El reservorio
principal son los humanos infectados aunque otros animales domésticos pueden
estar implicados (Farthing, 1994).

G. intestinalis es un parasito eucariético anaerobio que infecta a una amplia
variedad de vertebrados. G. intestinalis posee dos formas, una vegetativa y
reproductiva llamada trofozoito, y una infectiva llamada quiste. El trofozoito de G.
intestinalis tiene forma periforme (Figura 1.1) y posee 4 pares-de flagelos: los
flagelos anterolaterales, ventrales, posterolaterales y caudales. Adicionalmente
posee dos nucleos, cuerpo medio y un disco de adhesion ventral (Meyer, 1994;
Adam, 2001).

El ciclo de vida de G. intestinalis es relativamente sencillo (Figura 1.2). Los
quistes de G. intestinalis son ingeridos y llegan al estbmago. Son necesarios al
menos 10 quistes para iniciar la infeccion (Gardner y cols., 2001). Después de la
ingestion de los quistes de G. infestinalis se necesita un periodo de incubacién de
7 a 14 dias (Upcroft y cols., 2001). El quiste al entrar en contacto con el pH acido
del estébmago inicia el proceso de desenquistamiento, el cual es rapido y dura
aproximadamente 10 min (Adam, 2001). En el intestino delgado, los trofozoitos se
adhieren al epitelio intestinal de duodeno y yeyuno donde se multiplican por
divisién binaria estableciendo de esta manera la infeccién (Meyer, 1994).

La adhesion de este parasito a las células epiteliales se realiza por el disco
de adhesién ventral, posiblemente por la accién de los flagelos ventrales (Mineno
y cols., 2003). La adhesién del parasito al epitelio intestinal es un proceso
mecanico y hasta la fecha no se han detectado receptores que participen en este
fenémeno. El proceso depende de energia y se inhibe a temperaturas menores de
37 °C, concentraciones altas de oxigeno o concentraciones bajas de cisteina. El
disco de adhesién ventral es una estructura altamente especializada que esta
constituida principalmente de estructuras microtubulares (Adam, 2001).



Figura 1.1. Trofozoito de Giardia intestinalis. Imagen obtenida por SEM donde se
observa la forma ovoide de G. intestinalis, los flagelos y el disco de adhesion, detras de él
se encuentra otro trofozoito. (Tomada de Garner y cols., 2001).

Cuando los trofozoitos se despegan del epitelio intestinal pueden ser
arrastrados por el movimiento peristaltico (Meyer, 1994). El proceso de
enquistamiento inicia cuando el pH del contenido intestinal se vuelve ligeramente
alcalino y en el medio se encuentran acidos grasos, sales biliares conjugadas y
concentraciones bajas de colesterol. Este proceso toma 16 h en completarse
(Adam, 2001), por lo que en caso de diarrea se observan los trofozoitos en heces.
Los quistes de G. intestinalis pueden permanecer viables durante meses en agua
de lugares con climas frios (Upcroft y cols., 2001). La cloraciéon del agua no
garantiza la remocién total de los quistes (Farthing, 1994).

G. intestinalis es un microorganismo que no posee mitocondria,
peroxisomas y enzimas del ciclo de Krebs. Su metabolismo es fermentativo y la
sintesis de ATP la realiza Unicamente por fosforilacion a nivel de sustrato, la
glucosa la degrada por glicdlisis, utilizando pirofosfato en lugar de ATP. El
producto mayoritario en condiciones anaerobias es alanina y en condiciones
microaerobias se produce etanol y CO, o acetato y CO,, dependiendo de la
concentraciéon de oxigeno (Adam, 2001; Upcroft y cols., 2001, Lloyd y cols., 2002).



Figura 1.2. Ciclo de vida de Giardia intestinalis. (Adaptado de Meyer, 1994).

La produccion de acetato es acompafiada por la sintesis de ATP y ocurre
con la participacién de la enzima piruvato: ferredoxina oxidorreductasa (PFOR), la
cual es dependiente de nucleétidos difosfatados. La cadena de electrones que se
produce en la sintesis de acetato tiene como aceptor final al oxigeno (Adam, 2001:
Lloyd y cols., 2002).

Las manifestaciones clinicas de la giardiasis incluyen: i) infeccién
asintomatica, la cual es la forma mas comun de la enfermedad, ii) giardiasis
aguda, los sintomas principales son diarrea, nausea, esteatorrea, distension y
dolor abdominal y en algunos casos perdida de peso; la infeccion es autolimitante
dentro de un periodo de 2 a 4 semanas, iii) giardiasis crénica, la cual se
caracteriza por presentar esteatorrea y sindrome de mala absorcion. La giardiasis
cronica puede tener como consecuencia la deficiencia de macro y micronutrientes
en adultos, y en nifios alteraciones del desarrollo debido a la mala absorcién de

nutrientes. El impacto de G. intestinalis en el crecimiento infantil continua siendo



tema de debate debido a que la literatura no ha provisto una respuesta definitiva
(Farthing, 1994).

Los mecanismos implicados en la enfermedad aun no han sido bien
elucidados pero se ha observado atrofia de las microvellosidades del intestino
acomparfiado por hiperplasia de las criptas. También se ha visto que trofozoitos de
G. intestinalis, integros o en extracto, inducen alteraciones de la actividad
enzimatica; entre las enzimas afectadas se encuentran la lactasa, tripsina, lipasa y
amilasa. Probablemente la causa de la diarrea se deba a mala absorciéon de
electrolitos (cloruro, sodio y potasio), solutos (glucosa), y agua. Adicionalmente, la
virulencia de la cepa que realiza la colonizacién es un factor que determina el
curso clinico de la enfermedad, aunado con la respuesta inmune del hospedero
(Buret, 1994).

Las alteraciones presentes en la mucosa intestinal pueden ser
correlacionadas con la cantidad de trofozoitos que invaden el epitelio del intestino
(Buret, 1994). Por otro lado, se observa la produccion de una toxina por parte de
Giardia que -es homobloga a las sarafotoxinas, la cual se expresa sélo en algunas
cepas, asl como proteinas de sefializacion que explican la variabilidad de los
sintomas y las alteraciones morfolégicas del epitelio (Upcroft y cols., 2001).

1.2. Farmacos utilizados en el tratamiento de la giardiasis

El tratamiento de G. intestinalis incluye una serie de compuestos estructuralmente
diversos (Figura 1.3), los cuales son utilizados de forma empirica y ninguno de
ellos fue disefiado originalmente para tratar esta enfermedad (Boreham, 1994).

A pesar de que la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) ha estimado
que hay aproximadamente 2.5 millones de fallecimientos anuales por
deshidratacién debido a la giardiasis (Upcroft y cols., 2001), el desarrollo de
nuevos farmacos contra G. intestinalis es escaso.

Los farmacos utilizados para tratar la giardiasis pueden ser clasificados de
acuerdo a su supuesto mecanismo de accion.

i) Inhibicién de la sintesis de ADN. Con este mecanismo se encuentra la



quinacrina, derivado de acridina sintetizado originalmente para el tratamiento de la
malaria. Este compuesto se intercala entre las bases del ADN por medio de
puentes de hidrégeno y probablemente inhibe la accién de la ADN polimerasa asi
como la transcripcion y la traduccién (Jarrol, 1994). La toxicidad que se presenta
primordialmente en G. intestinalis se debe a la diferencia en la captacion del
farmaco por parte de los trofozoitos y células humanas (Gardner y cols., 2001).

i) Inhibicién de la sintesis de proteinas. En este grupo se encuentran los
aminoglicésidos, las tetraciclinas y algunos macrélidos que han mostrado actividad
contra G. intestinalis. El farmaco utilizado en la clinica es la paromomicina, un
aminoglicésido que se absorbe pobremente y presenta eficiencia regular contra G.
intestinalis. Este compuesto interacciona con las subunidades ribosomales 50S y
30S inhibiendo la sintesis de proteinas (Mineno y cols., 2003).

iii) Formacién de especies reactivas de oxigeno. Los 5-nitroimidazoles fueron
desarrollados a partir de la observacion de que la azomicina era efectiva contra
Trichomonas vaginalis y otros microorganismos anaerobios. Dentro de este grupo
de compuestos se encuentra el metronidazol, tinidazol, ornidazol, secnidazol,
benzoilmetronidazol y nimorazol, siendo el metronidazol el compuesto mas
utilizado en el tratamiento de la giardiasis (Boreham, 1994). El metronidazol
interfiere con las vias metabélicas anaerobias de G. intestinalis (Figura 1.4). En la
formacién de acetato a partir de la oxidacion del acido pirtvico participa la enzima
PFOR, la cual utiliza ferredoxina como aceptor de electrones; al parecer los 5-
nitroimidazoles oxidan a la ferredoxina interfiriendo con la via metabdlica (Mineno
y cols., 2003). Por otro lado, el grupo nitro es reducido a anién-radical, el cual
puede formar productos citotéxicos que inducen la pérdida de la estructura
helicoidal y ruptura del ADN del parasito. La accién téxica del metronidazol induce
detencion del ciclo celular de G. intestinalis en la fase G2-M (Jarroll, 1994).

Los 5-nitroimidazoles poseen una serie de efectos adversos que incluyen
dolor de cabeza, nausea, sabor metélico en la boca, vértigo, dolor abdominal,
neutropenia reversible y en algunas ocasiones cuando la dosis es alta, toxicidad
del sistema nervioso central o pancreatitis. Adicionalmente, inhiben a la aldehido

deshidrogenasa causando reacciones tipo disulfiram (Gardner y cols., 2001).
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Figura 1.3. Algunos fairmacos utilizados contra G. intestinalis.

Estos compuestos son mutagénicos en bacterias y carcinogénicos en
roedores. Sin embargo, no se ha observado mutagénesis en humanos, lo que se
sugiere que su uso es seguro en este aspecto (Roe, 1985).

Otro farmaco utilizado comunmente es la furazolidona, un nitrofurano que al
igual que el metronidazol requiere activacién por reduccién para ejercer su accion
giardicida, pero a diferencia de los 5-nitroimidazoles se activa a través de una
NADH oxidasa. Este farmaco posee efectos adversos menos severos que los del
metronidazol, adicionalmente posee accion inhibitoria de la monoaminooxidasa.
Es mutagénico en bacterias y causa tumores de mama en ratas y de pulmén en
ratones (Gardner, 2001). Se ha observado que en T. cruzi causa peroxidacion de
lipidos, inhibicién enzimatica y dafio al ADN; en G. intestinalis detiene el ciclo
celular en la fase G2-M (Jarroll, 1994).
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Figura 1.4. Mecanismo de reduccién de los 5-nitroimidazoles y nitrofuranos. Los 5-
nitroimidazoles son reducidos al nivel de la ferredoxina y los nitrofuranos en la NADH
oxidasa. (Adaptado de Upcroft y cols., 2001)

La nitazoxanida ha sido tan activa como el metronidazol y recientemente ha
sido aprobada por la FDA para el tratamiento de la giardiasis en nifios debido a
que tiene una formulacién liquida (Petri, 2003).
iv) Interferencia con la polimerizacién de microtubulos. En este apartado se cuenta
con los bencimidazoles los cuales se discutiran con detalle en la seccion 1.3.
v) Miscelanea. Hay compuestos poco utilizados en la clinica con modos de accién
poco conocido, por ejemplo el glicobiarsol que inhibe proteinas con grupos tiol.
Algunos compuestos o extractos que se han utilizado con éxito son los farmacos
antidepresivos friciclicos, sulfato de berberina, fusidato de sodio, prospolina,
propranolol y extractos de ajo (Jarroll E, 1994; Garner, 2001).

1.3. Los bencimidazoles como agentes antiparasitarios

El interés por el anillo bencimidazélico empez6 cuando se descubrié que el 5,6-
dimetilbencimidazol era parte de la estructura de la vitamina Bz, después se
realizaron derivados de esta molécula como estimulantes del crecimiento.
Posteriormente, el phenzidol (2-fenilbencimidazol) fue utilizado como
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antihelmintico en ovejas, lo que dio paso a la sintesis del tiabendazol (2-(4'-
tiazolil)bencimidazol) el cual mostré ser un antihelmintico de amplio espectro. Sin
embargo, era rapidamente metabolizado a su derivado 5-hidroxitiabendazol que
posee vida media extremadamente corta y pierde totalmente su actividad
antihelmintica (Figura 1.5) (Sharma, 1994).

4 3
Ry 5 N
e
2
6 N
7 H

1

tiabendazol ———= 5-hidroxitiabendazol
(activo) (inactivo)

Figura 1.5. Estructura del anillo de bencimidazol. Arriba se muestra la estructura y
numeracion del anillo de bencimidazol, R y R4 son los sitios del anillo donde se han hecho
las principales modificaciones para mejorar la actividad antiparasitaria. Abajo se
esquematiza la inactivacion metabélica del tiabendazol.

Para evitar la inactivacién metabdlica se sintetizaron una serie de derivados
5-sustituidos. Posteriores modificaciones al esqueleto bencimidazélico fueron
hechas en la posicion 2. Los cambios realizados en estas dos posiciones, 2 y 5,
han provistd una serie de farmacos y profarmacos efectivos en el tratamiento
contra las parasitosis, tanto de humanos como de animales (Figura 1.5)
(Townsend y cols., 1990, Sharma, 1994). Se observé resistencia a los
bencimidazoles dentro de los 3 afios siguientes a su introduccién y ahora es un
problema en la medicina veterinaria pero no en medicina humana (Lacey, 1994).

De este grupo de compuestos los 2-metoxicarbonilaminobencimidazoles
han sido utilizados con éxito en la clinica humana, de ellos el albendazol,
mebendazol y flubendazol han mostrado ser muy efectivos contra las helmintiasis
intraintestinales (Horton, 1990).

Los bencimidazoles afectan el equilibrio dinamico de los microtubulos y se
ha encontrado que el tiabendazol es aneugénico en células CIl-1 debido a la
formacién aberrante de asters mitéticos, como consecuencia de la interaccién de
esta molécula con la tubulina (Pisano y cols., 2000). La vinblastina se une al final
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de los microtibulos con gran afinidad reprimiendo la elongacién del polimero, en
contraste la colchicina se une a la tubulina libre y los complejos creados se unen al
polimero a muy baja concentracion, interfiiendo drasticamente con la
polimerizacién de los microttbulos (Toso y cols., 1993). Estudios de competencia
han revelado que los bencimidazoles se unen al mismo dominio que la colchicina
en la subunidad B de la tubulina (Lacey, 1990).

Los bencimidazoles muestran toxicidad selectiva por los helmintos. Al
parecer esto no se debe a diferencias en afinidad por la tubulina del helminto o la
del mamifero, aunque algunos farmacos como el tiabendazol y el oxfendazol
previnieron mas la polimerizacion de la tubulina de nematodo que la de mamifero;
ni a la estabilidad del complejo formado entre la tubulina y el bencimidazol.
Posiblemente la toxicidad selectiva de estas moléculas se deba a diferencias
farmacocinéticas entre el hospedero y el parasito (Gull y cols., 1987; Lacey, 1990).

Como consecuencia de su accion sobre la tubulina los bencimidazoles
causan la inhibicion de la fumarato reductasa, inhibicion de la malato
deshidrogenasa, variaciones en la utilizaciéon de glucosa o su transporte y
posiblemente actian como desaclopadores de la fosforilacién oxidativa (Lacey,
1990; Sharma, 1994).

El mebendazol fue el primer bencimidazol utilizado en pacientes infectados
con G. intestinalis matando a solo el 37 % de los parasitos (De Souza y cols.,
1973). Por otro lado, se encontré que in vitro los bencimidazoles son giardicidas, el
mebendazol es citostatico a una concentracién de 0.05 pg/mL (0.17 pM) y
giardicida a concentraciones de 0.3 pg/mL (1.01 pM) (Jarroll, 1994). El primer
reporte de éxito del albendazol contra G. intestinalis en pacientes fue en 1986, con
un régimen de administracién de varios dias (Zhong, 1986). El albendazol inhibe a
la NADH oxidasa de G. intestinalis a concentraciones considerablemente mas
altas que la necesaria para impedir la adhesion del parasito al intestino (Jarroll,
1994). La mayor parte del disco ventral de G. intestinalis esta constituido por
tubulina, por lo que esta estructura es un blanco importante de los bencimidazoles.
Después de una exposicién prolongada a albendazol, el disco ventral de G.
intestinalis se observa fragmentado y con alteraciones en la estructura de los
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microtibulos. Se presentan también precipitados densos por SEM en otras
estructuras que contienen tubulina, como los flagelos y el cuerpo medio. La
alteracion de estructuras que no contienen tubulina indica que el albendazol se
une a otras proteinas (Chavez y cols., 1992).

En estudios in vitro, los bencimidazoles actian a concentraciones mucho
mas bajas que el metronidazol, pero para que se produzca efecto giardicida se
requieren por lo menos 12 horas de contacto con el parasito. El efecto producido
persiste por 72 h después de remover el farmaco, indicando que es irreversible
(Reynoldson y cols., 1991). El
metoxicarbonilaminobencimidazol, que no afecta a los microtibulos no present6

triclabendazol, un 2-

actividad giardicida (Reynoldson y cols., 1991).

En estudios in vivo los bencimidazoles se administran durante varios dias,
por ejemplo, una dosis de albendazol de 200-800 mg/dia durante uno a tres dias
tienen una eficacia del 24 al 81 %, mientras que 200-400 mg/dia durante cinco o
siete dias tiene una eficacia del 94 al 100 % (Garner, 2001). La efectividad de este
tipo de farmacos esta subestimada in vivo debido a que el transito gastrointestinal
es rapido y el contacto del farmaco con el parasito es corto (Reynoldson y cols.,
1991).

La localizacion anatémica donde se lleva a cabo la infeccién de G.
intestinalis lo pone en ventaja, ya que el tiempo méaximo de residencia del
contenido intestinal en duodeno y yeyuno no sobrepasa las tres horas en humanos
(Tabla 1.1.).

Tabla 1.1. Propiedades fisicas y biolégicas del tracto gastrointestinal

Segmento Area Longitud del Tiempo de pH del
Gastrointestinal | superfici segmento residencia del segmento
al contenido intestinal
Cavidad oral | 100 cm® —— Segundos a minutos 6.5
Eséfago 200cm* [ 23-25cm Segundos -
Estémago 3.5m’ 25cm 1.5h 1-2
Duodeno 1.9 m* 35 cm 0.5-0.75 h 4.0-5.5
Yeyuno 184 m* 280 cm 1.5-2.0h 5.5-7.0
lleon 276 m* 420 cm 5-7 h 7.0-7.5
Colon y recto 1.3 m* 150 cm 1-60 h (30 h) 7.0-7.5

Tomada de Balimane y cols., 2000.




1.3.1. Los 2-(trifluorometil)bencimidazoles.

Los 2-(trifluorometil)bencimidazoles se sintetizaron por primera vez en
1952, como derivados del 5(6)-fluorobencimidazol y del 4,7-dimetilbencimidazol;
se obtuvieron a partir de la o-fenilendiamina correspondiente mediante
condensacién con acido trifluoroacético en presencia de acido clorhidrico (Smith,
1953). También se ha reportado la sintesis de estos compuestos a partir de la
reduccién del grupo nitro y condensacion, en un solo paso, a partir de 2,2,2 -
trifluorometil-N-(2-nitrofenil)acetamida debidamente sustituida en el anillo
aromatico (Bishop, 1964a). Posteriormente se informé de la actividad
antibacteriana de los mismos (Bishop 1964b)

Se ha informado sobre la potente actividad herbicida de otra serie de 2-
(trifluorometil)bencimidazoles que al evaluarlos biolégicamente mostraron
actividad insecticida y primordialmente herbicida (Burton y cols., 1965). Estos 2-
(trifluorometil)bencimidazoles actuaron como desacopladores de la fosforilacién
oxidativa y el hidr6geno en la posicién uno era importante, ya que derivados N-etil-
perdian la actividad (Jones, 1965).

La actividad herbicida del 5,6-dicloro-2-(trifluorometil)-1H-bencimidazol fue
abolida al sintetizar el derivado N-fenoxicarbonil- el cual tenia actividad acaricida,
poca toxicidad en mamiferos y también result6 ser poco toéxico en abejas
(Saggers, 1967). Recientemente se publicé la actividad antibacteriana y
antimicética de una serie adicional de éste tipo de compuestos (Wolinowska y
cols., 2002).Se ha publicado un estudio de relacion estructura actividad (SAR)
sobre la toxicidad aguda en rata de este tipo de compuestos donde se encontré
que la toxicidad disminuye con la presencia de grupos alquilo, carbonil o sulfonil
en posicion 5 y que incrementa con la presencia de halégenos (Adamson, 1984).

Por otro lado se informé la actividad antiparasitaria de una serie de 2-
(trifluorometil)bencimidazoles (compuestos I-VII Tabla 1.2) los cuales poseian
actividad contra G. intestinalis, E. histolytica y T. spiralis (Navarrete-Vazquez y
cols., 2001). Todos los compuestos reportados en este estudio fueron mas activos

contra G. intestinalis que el metronidazol, y el compuesto V (Tabla 1.2) fue tan
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activo como el albendazol. Los compuestos 1-metilados (IV-VII, Tabla 1.2) fueron
activos contra el protozoario, lo cual es diferente a lo encontrado en un estudio
SAR donde sugiere que el hidﬁ&geno en la posicion 1 es determinante para que
los bencimidazoles ejerzan su abcién antihelmintica (Sharma, 1994), indicando
otro tipo de requerimientos estructurales para los protozoarios. Aunado a que los
2-trifluorometilbencimidazoles no inhibieron la polimerizacion de la tubulina de
cerebro de rata (Navarrete-Vazquez y cols., 2001). Los resultados de este estudio
indican que el mecanismo de accién de los 2-(trifluorometil)bencimidazoles es
diferente al de los 2-metoxicarbonilaminobencimidazoles. Aspecto importante,
cuando se toma en cuenta que la resistencia a los bencimidazoles usados en la
clinica, se atribuye a este sustituyente en posicion 2.

Por otro lado, el compuesto BRR-A (Tabla 1.2) es activo contra G.
intestinalis con una Clgo de 3.01 pM (Soriano-Agaton F. N., 2002). Al realizar el
éster metilico de BRR-A la Clso disminuyo a 1.19 pM y el éster de 2-dietilamino-2-
oxoetilo posee una Clso de 3.12 pM (Pifia-Gallardo B. E., 2003) (Tabla 1.2).

giardicida

Compuesto R4 R2 R; Clso(pM)
P H H H 0.107
" Cl H H 1.282
ne Cl Cl H 0.078
Iv2 H H CHa 0.064
v? Cl H CH3 0.042
VI? H Cl CHs 0.127
VII? Cl Cl CH; 0.260
ViI® Br Br H 0.040
IX° NO, NO, H 0.059
BRR-A° COOH H H 3.010
X° COOCHj5 H H 1.190
Xi° COOCH;CON(CH3CH,), H H 3.120

a, tomado de Navarrete-Vazquez y cols. (2001); b, tomado de Andrzejewska vy cols.
(2002); c, tomado de Soriano-Agaton (2002); d, tomado de Pifia-Gallardo (2003).
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Otro reporte de la actividad de algunos 2-trifluorometil y 2-
pentafluoroetilbbencimidazoles halogenados y nitrados ha sido publicado
(compuestos VIII y IX, tabla 1.2), estos compuestos fueron activos contra G.
intestinalis, E. histolytica y T. vaginalis. Ademas tuvieron actividad citotéxica en
varias lineas celulares tumorales, siendo los compuestos 2-pentafluoroetilados los
mas activos (Andrzejewska y cols., 2002).

1.4. Permeabilidad

Actualmente el 90 por ciento de los compuestos en fases clinicas no consiguen
ser comercializados principalmente por problemas de baja biodisponibilidad
(Thompson, 2001).

La biodisponibilidad de un compuesto depende de su absorcién, solubilidad
y estabilidad metabdlica. La absorcion a ftravées de la mucosa intestinal
(permeabilidad) esta influenciada por factores fisicoquimicos y fisiol6gicos. La
solubilidad de un compuesto puede estar limitada por el volumen, contenido y pH
intestinal, por otra parte el tiempo de transito intestinal es importante si la dosis
administrada se tienen que disolver y absorber en el intestino delgado (Tabla 1.1)
(Lébenberg y cols., 2000). Cuando se absorbe el farmaco hay factores biolégicos
que afectan el contacto de un farmaco con su sitio de accién (Tabla 1.3).

El epitelio intestinal consiste de una capa de células altamente
diferenciadas y polarizadas llamadas enterocitos, los cuales estan unidos entre si
por medio de estructuras llamadas zonula occludens o uniones estrechas (tight
junctions). El epitelio se encuentra distribuido en dos regiones diferentes,
protuberancias conocidas como vellosidades y depresiones llamadas criptas. En
las criptas las células se encuentran en mitosis constante y las células son
indiferenciadas, aqui se encuentra |la mayoria de las células caliciformes, que se
encargan de la produccién de moco (Madera y col., 1987).
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Tabla 1.3. Factores que afectan el arribo de un farmaco con su sitio de accién
(blanco molecular)

Estémago Estabilidad en medio acido.

pH=1-2 -estabilidad en amortiguador.

Intestino Estabilidad en medio acido y

pH = 3-8 estabilidad enzimatica.
-Estabilidad en amortiguador.
Solubilidad.

-Solubilidad, pKa, punto de fusion.
Metabolismo: CYP3A4 y otros.
-Estabilidad metabdlica.
Permeabilidad: Pasiva,
transportadores, Pgp.

-LogP(D), PAMPA, Caco-2, IAM
ensayos con transportadores.

Higado Metabolismo: Fase | y ||

-Estabilidad metabdlica, identificacion
de metabolitos

Excrecion biliar

-Peso molecular, logP

Sangre Unién a proteinas

-Unié6n a proteinas plasméticas, logP
Estabilidad enzimatica

-Estabilidad en plasma

Rifiones Extraccién renal

-LogP

Permeabilidad (6rgano especifica)
Tejidos Distribucion

' -logP

Permeabilidad: Pasiva,
transportadores, Pgp

-Estudio de permeabilidad en barrera
hematoencefélica

Células Permeabilidad: Pasiva,
transportadores, Pgp

-Exposicién celular, concentracién
intracelular.

Metabolismo

Para que un farmaco alcance su blanco molecular debe de pasar por una serie de
barreras bioldgicas, las frases en cursiva son algunos ensayos que proporcionan
informacién sobre la posibilidad del farmaco de atravesar exitosamente cada obstaculo.

Por otra parte las células de las vellosidades han perdido la capacidad de
dividirse, debido a su alta especializacion. Los enterocitos se originan en las
criptas y migran al epitelio de las vellosidades, durante esta migracion la célula se
diferencia. Al llegar a la parte mas alta de las vellosidades, llamada zona de
exclusion, las células son liberadas al lumen intestinal (Madera y col, 1987). El
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recambio completo del epitelio desde el estémago hasta el recto se realiza cada 2-
4 dias (Madera y col, 1987). Las células del epitelio intestinal poseen
microvellosidades (0 membranas en borde de cepillo) que incrementa el area de
absorcion 14-40 veces. La composicion de las proteinas de membrana del
enterocito es muy heterogénea y el recambio de las proteinas celulares de las
microvellosidades ocurre cada 4-6 horas (Madera y col, 1987).

El paso de compuestos a través del epitelio intestinal no se puede explicar
solamente por los valores de pKa del compuesto y el pH del contenido intestinal.
Al parecer el moco producido por las células caliciformes no soélo tiene
propiedades lubricantes, sino que ademas funciona como regulador del pH cerca
de la superficie del epitelio, debido a su naturaleza anfotérica; creando de esta
manera un microambiente acido el cual puede modificar la absorcién de moléculas
con caracteristicas acido-base (Shiau, 1985).

Las propiedades fisicoquimicas que influyen en la permeabilidad de una
molécula por transporte pasivo son la lipofilia, hidrofilia, potencial de aceptar o
donar puentes de hidrégeno, tamafo, carga, conformacion, area de superficie
polar y nimero de enlaces con libre giro. Una molécula puede atravesar el epitelio
intestinal de diferentes maneras; cuando la molécula pasa a través de las células
se llama transporte transcelular, cuando lo hace por medio de las uniones
estrechas que existen entre las células se llama transporte paracelular, esta ultima
ruta de absorcién se presenta en moléculas pequefias y polares. En el transporte
transcelular se presentan varias variantes, la mas comun es aquella donde la
molécula atraviesa las células por medio de difusién pasiva, pero también puede
estar mediado por acarreadores, por endocitosis y por difusion e incorporaciéon en
particulas lipidicas.

El transporte transcelular puede ser modificado por el metabolismo, en este
caso la absorcion serd apreciable sé6lo cuando los sistemas metabdlicos se
saturen. Por otro lado, se hallan los sistemas de reflujo donde el farmaco es
transportado del interior de la célula al exterior (Figura 1.6) (Lébenberg y cols.,
2000; Bohets y cols., 2001; Hidalgo, 2001).



Tabla 1.4. Caracteristicas estructurales que tienen influencia en la permeabilidad de
un farmaco a través de la mucosa intestinal

Via Caracteristicas estructurales Contribucién en la
importantes absorcion de farmacos

Difusion pasiva Lipofilia (hidrofobicidad), carga, +++++
transcelular. tamario, conformacion.
Difusién mediada por | Afinidad por transportadores 4
acarreadores polarizados apicales.
Difusién pasiva Hidrofilia, tamaiio, carga, +
paracelular . conformacion.
Difusion transcelular Afinidad por transportadores Insignificante
por endocitosis apicales, tamafio, carga.
Difusion transcelular Lipofilia, afinidad por enzimas +
por incorporacién en comprometidas en el metabolismo
particulas de lipidos. de lipidos.
Difusion transcelular Afinidad por sistemas de reflujo ++
pasiva modificada por | apicales.
sistemas de reflujo
apicales
Transporte pasivo Afinidad por enzimas del ++
transcelular modificado | metabolismo.
por metabolismo

La fraccién final absorbida es una suma de todos los procesos, transcelular
y paracelular, y la contribucién de cada uno es muy dificil de ponderar (van de
Waterbeemd, 2000) (Tabla 1.4, Figura 1.5).

La permeabilidad se ve alterada en estados de enfermedad como en
intolerancia y alergia a comidas. En enfermedades infecciosas, se ha observado
que personas que padecen giardiasis poseen, permeabilidad intestinal elevada
comparada a la de individuos sin enfermedad intestinal (Dagci y cols., 2002).

1.4.1. Métodos para predecir la permeabilidad

La capacidad para predecir la permeabilidad de un compuesto por medio de
su estructura y de sus propiedades fisicoquimicas usando métodos
computacionales o experimentales ha ganado popularidad recientemente. Los
métodos computacionales pueden predecir la solubilidad de un compuesto, el pKa,
la toxicidad, permeabilidad intestinal y el paso a traves de la barrera
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hematoencefalica entre otras propiedades. El avance en la tecnologia in silico
(computacional) e in vitro ha sido tan grande que se cree que algun dia
reemplazaran completamente a las técnicas in vivo.

El empleo de animales de laboratorio es extremadamente laborioso. Sin
embargo, es un método comunmente utilizado para predecir la absorcién en
humanos. Los métodos in vitro incluyen a aquellos realizados con tejido intestinal y
con monocapas celulares.

De los ensayos para medir permeabilidad que existen hasta la fecha
aquellos realizados con lineas celulares han recibido especial atencién por permitir
la elaboracién de estudios para tamizado a baja y mediana escala. Las lineas
celulares mas utilizadas y estudiadas son la linea celular de cancer de colén Caco-
2 y la linea celular Madin Darby de rifién de perro, MDCK. Algunos métodos para
estimar la permeabilidad se presentan en la tabla 1.5.

Tabla 1.5. Métodos para estimar la permeabilidad

Enfoque empirico o -Regla de cinco®
computacional -Reglas de Veber®
-Software para predecir propiedades ADME y ADMET*

Enfoque experimental | -Métodos cromatogrificos

membranas artificiales inmovilizadas (IAM)
cromatografia miscelar liquida (MLC)>® %8
-Métodos fisicoquimicos “ &

Coeficientes de particion: octanol-agua y octanol-amortiguador
Ensayo de permeabilidad de membranas artificiales paralelas
(PAMPA)

Ensayo de permeabilidad de membranas inmovilizadas (IAM)
-Métodos in situ

Perfusién de segmentos intestinales
-Métodos in vivo

Un solo compuesto o casete (n in one)"

-Métodos in vitro® &'

Vesiculas de membrana en borde de cepillo

Anillos intestinales invertidos

Saco intestinal invertido

Camaras de difusién (Ej. Camara Ussing)

Ensayos con lineas celulares (p. ej. Caco-2, MDCK, IEC)

cefg

Ccg

a) Lipinski y cols., 1997; b) Veber y cols., 2002; c) Bohets y cols., 2001, d) Bolger y cols.,
2002; e) Balimane y cols., 2000; f) van de Waterbeemd, 2000; g) Hidalgo, 2001; h)
Berman y cols. 1997; i) Tukker, 2000. ADME, absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecién; ADMET, ADME vy toxicidad.
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Figura 1.6. Mecanismos de absorcién a través de una monocapa celular. A la
izquierda se muestra la disposicién de las células Caco-2 sobre el soporte poroso donde
se cultivan para ensayos de permeabilidad. En el transporte transcelular (Pians) los
compuestos pasan a través de la célula, por difusion pasiva u otros mecanismos. En el
transporte paracelular (Ppars) los compuestos atraviesan la monocapa entre las células;
adicionalmente hay mecanismos de reflujo (Pemux) que expulsan los compuestos de dentro
de la célula al exterior en la parte apical. Por otro lado, la permeabilidad del compuesto
tiene contribucién de la capa acuosa de flujo no turbulento (Pag ) y del soporte utilizado
(Pser)- A la derecha se observa la unién intercelular entre dos células Caco-2, por donde
ocurre el transporte paracelular. D, desmosoma; LS, espacio lateral; mv, microvello; ZA,
zonula adherens; ZO, zonula occludens o union estrecha. La barra en la parte superior
derecha de la fotografia equivale a 200 nm (Fotografia tomada de Adson y cols., 1994).

1.4.1.1. Uso de la linea celular Caco-2 para estimar la permeabilidad

La linea celular Caco-2, derivada de un carcinoma colorrectal humano, ha
sido establecida como un modelo in vitro para predecir la absorcién de farmacos a
través de la pared intestinal. Cuando la linea celular Caco-2 es cultivada se
diferencia a una barrera epitelial altamente funcionalizada similar, morfol6gica y
bioquimicamente, al epitelio del intestino delgado (Figura 1.6). Las células Caco-2
son inoculadas en soportes porosos y los eventos que se llevan a cabo a partir de
la inoculacién son proliferaciéon, confluencia y diferenciacién. La proliferacion
empieza 48 horas después del inicio del experimento y la confluencia se alcanza a
partir del quinto dia (Withington, 2002), después de 21 dias de cultivo las células
Caco-2 son similares a una célula de intestino delgado y expresan niveles altos de
glicoproteina-P (P-gp) (Hosoya y cols., 1996, Anderle y cols., 1998), pero la
expresion no es homogénea (Braun y cols., 2000).
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El uso de la linea celular Caco-2 y su utilidad en la prediccién de la
permeabilidad in vivo han sido muy estudiados y se han encontrado buenas
correlaciones entre la cantidad de compuesto que se absorbe in vivo y los valores
de permeabilidad aparente obtenidas en este modelo, después de 10 dias en
cultivo alcanza su maximo valor de resistencia eléctrica transepitelial (TEER),
indicando la formacién de uniones estrechas, y a partir de este mismo dia la
monocapa es impermeable a un marcador macromolecular. De esta manera la
monocapa de células Caco-2 se puede usar del dia 10 al 30 para realizar estudios
de permeabilidad pasiva (Artursson, 1990).

Las células Caco-2 permiten discernir entre el transporte transcelular y el
transporte paracelular. La exposicion de la monocapa celular de células Caco-2 a
un agente quelante de calcio (EGTA) por 45 min antes de realizar el ensayo de
permeabilidad disminuye el valor de la TEER, y el valor de permeabilidad aparente
del atenolol, un farmaco que se absorbe por la via paracelular, se ve aumentado
seis veces, mientras que el propranolol, que se absorbe por via transcelular, no se
observa cambio en el valor de permeabilidad aparente (Artursson y cols., 1990).
Otros compuestos que aumentan el diametro de las uniones estrechas son las
citocalasinas B y D. El agregar citocalasina D al medio de transporte causa un
incremento de 13 veces en la permeabilidad del manitol, el incremento causado
por este compuesto en el radio de las uniones estrechas es el doble del control
(Adson y cols., 1994).

Los valores de TEER presentados en esta linea celular son muy altos
asemejando mejor al colon que al intestino delgado (Artursson, 1990), la
fluctuaciéon en valores de TEER reportados para la linea Caco-2 se encuentran en
el rango de 150 a 450 Q cm? los cuales sobrepasan a los del intestino delgado que
se reportan en el rango de 25-40 Q cm? (Tukker, 2000). Esto causa que los
valores de permeabilidad de compuestos hidrofilicos sea subestimada (Artusson y
cols., 1990; Tukker, 2000).

Ademas, se presentan contribuciones en la permeabilidad debidas al
soporte donde se siembran las células y a las capas de flujo no turbulento que se
presentan sobre las células y debajo del filtro. Esta capa de flujo no turbulento ha
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mostrado importancia para compuestos lipofilicos, una manera de abolir este
parametro es el uso de agitacion orbital. Se ha establecido la dependencia de la
permeabilidad aparente de la testosterona con la agitaciobn de las placas de
cultivo, entre mayor fue la agitacién mayor fue la permeabilidad (Adson y cols.,
1995).

Se han observado deferencias sustanciales entre los valores reportados del
manitol (2.2£221 nmol/s) dependiendo de la fuente de la linea celular Caco-2
(Walter y cols. 1995). La variabilidad es atribuida a diferencias en las condiciones
de cultivo y a la composicién de la subpoblacién celular (Walter y cols. 1995).
Aunque los ensayos realizados con esta metodologia no estan totalmente
estandarizados, varian de laboratorio a laboratorio, generalmente dan
correlaciones importantes con la absorcién in vivo, pero solo cualitativas donde
sblo se puede relacionar con pobre, moderada o alta absorciéon (Braun y cols.,
2000; Yamashita y cols., 2000).

Los solventes orgdanicos utilizados como cosolventes han mostrado tener
repercusiones en los valores permeabilidad aparente de marcadores de integridad
en la monocapa aun a concentraciones del 2%, siendo el etanol un disolvente que
no alteré la integridad de la monocapa (Yamashita y cols., 2000). Se ha tratado de
adecuar las condiciones del ensayo de transporte a aquellas que representan
mejor a los sistemas in vivo, pero la complicacion en el método de analisis y el
tiempo para llevarlo a cabo puede ser una limitante (Yamashita y cols., 2000).

Los intentos por aumentar la velocidad del ensayo de permeabilidad con
células Caco-2 han sido crecientes en los ultimos afios. La permeabilidad aparente
de ocho farmacos se evalué en un solo pozo y los valores obtenidos se
compararon con la permeabilidad aparente de los farmacos por separado,
obteniéndose una correlacion buena. Sin embargo siempre hay que tener en
mente la posibilidad de interacciones farmaco-farmaco (Markowska y cols., 2001).

Otro modelo es el ensayo de tres dias. Las células Caco-2 son inoculadas
en insertos recubiertos con una matriz fibrilar de colagena especial, la cantidad de
células inoculadas es mayor (~10 veces) a la utilizada en el ensayo de 21 dias.
Las células son mantenidas con un medio definido, el medio especial y el alto
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numero de células aseguran tener confluencia en un dia. La diferenciacién se
induce al segundo dia por la adicién de medio libre de suero complementado con
acido butirico y al tercer dia se realiza el ensayo. Las caracteristicas bioquimicas y
morfologicas de las células obtenidas con este protocolo son similares a las del
ensayo clasico de 21 dias asi como los resultados que se obtienen. El
escalamiento de esta metodologia se ha llevado hasta la utilizacion de placas de
96 pozos aumentando considerablemente la capacidad de analisis (Withington,
2002).

1.5. Glicoproteina P (P-gp)

La P-gp es una proteina transmembranal de 170 kD que pertenece a la familia de
los transportadores ABC (ATP-Binding Cassette), la P-gp consiste de dos
dominios, cada uno con seis dominios transmembranales y el sitio de unién del
sustrato, unidos por una region conectora. Contiene adicionalmente dos dominios
de unién a nucleétidos del lado citoplasmatico que acoplan la hidrélisis de ATP
con la translocacién del sustrato, donde la hidrélisis de ATP en ambos dominios es
sincronizada. La forma en que este tipo de proteinas acarrean el sustrato a través
de la doble capa lipidica es desconocido, se ha propuesto que la proteina atrapa al
compuesto mientras pasa por la parte interna de la bicapa lipidica y lo regresa al
medio extracelular (Higgins y cols., 2001). La P-gp se encuentra localizada en
diferentes regiones del cuerpo, por ejemplo, en la superficie canalicular de los
hepatocitos, apicalmente en el intestino y rifién, en el endotelio capilar de la
barrera hematoencefalica y en |la corteza adrenal.

Antes del descubrimiento de esta proteina se pensaba que los
transportadores solo introducian sustancias dentro de la célula y que lo hacian del
mismo modo que una enzima reconoce su sustrato. Sin embargo, la P-gp es
inusual en que reconoce a una gran variedad de compuestos tanto lipofilicos como
hidrofilicos y adicionalmente mueve sus sustratos del interior de la célula hacia
fuera. Su funcién fisiolégica es poco conocida, se ha sugerido que su principal
funcion es la eliminacion de compuestos a través de rifidn e intestino y prevenir el
paso de sustancias citotéxicas a través de la barrera hematoencefalica (Deeley y
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cols., 1997). Se ha establecido que puede intervenir en otros procesos celulares
como son la regulacion de canales de cloruro reguladores de volumen,
. translocacion de lipidos, translocacion y esterificacion de colesterol y regulacion en
la diferenciacién y muerte celular por apoptosis (Johnstone y cols., 2000).

Los requerimientos estructurales por los cuales la glicoproteina reconoce a
sus sustratos han sido objeto de ardua investigacién. Utilizando analogos de
yohimbina y reserpina se ha propuesto que es necesario para el reconocimiento
por parte de la P-gp la presencia de dos anillos aromaticos y un nitrégeno basico,
donde el volumen molecular y la conformacién son importantes para que haya
reconocimiento entre el receptor y el ligando (Pearce y cols., 1989). Al realizar un
estudio SAR de 25 farmacos se encontré que la solubilidad en lipidos a pH
fisiolégico y la refractividad molar son importantes, asi como la presencia de dos
anillos aromaticos y un atomo de nitrogeno basico (Zamora y cols., 1988).
Adicionalmente se ha encontrado buena correlacion entre la liposolubilidad y la
estructura quimica policiclica en una serie de 23 farmacos lipofilicos (Inaba y cols.,
1988). Por otro lado, la interaccién con la glicoproteina no sélo involucra un
dominio en la proteina y la interaccién con diferentes tipos de compuestos puede
ser desigual (Scala y cols., 1997).

Se encontré que el factor mas importante para que haya interaccién entre la
P-gp y sus sustratos es la capacidad de éstos para formar puentes de hidrégeno
con la proteina (Seelig, 1998). Los atomos donadores de electrones deben poseer
un arreglo especial, con distancias entre los atomos definidas. En este reporte
reconocen dos tipos de patrones (Figura 1.7), en el patrén tipo | los atomos
aceptores de puentes de hidrégeno deben estar separados por 2.5¢0.3 Ay en el
patrén tipo Il la distancia debe ser de 4.6+0.6 A, en este Ultimo tipo también
pueden existir tres atomos aceptores de puente de hidrégeno separados por
2.5+0.3 A siempre y cuando la distancia entre el primer atomo y el Ultimo sea de
46+06 A.

La generacién de un modelo computacional basado en el trabajo anterior
predijo en un 50-60 % a los sustratos de P-gp y en un 80 % a los compuestos que
no son sustratos (Penzotti y cols., 2002).
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Figura 1.7. Patrén de reconocimiento estructural de la glicoproteina P. El patrén tipo
1 tiene una separacién entre dos atomos aceptores de puentes de hidrégeno de 2.4+0.3
A (A) y el patrén tipo 2 tiene una separacion de 4.6+0.6 A entre los dos atomos (B)
(Tomado de Seelig, 1998).

En una serie de propafenonas se encontré6 que la capacidad de formar
puentes de hidrégeno correlaciona mejor que el logP para que un compuesto sea
sustrato de P-gp y se encontré conjuntamente que la presencia de un atomo de
nitrogeno no es esencial (Ecker y cols., 1999).

Esta proteina se ha asociado principalmente con multirresistencia en
tumores y ultimamente se ha visto que también disminuye la absorcién de algunos
farmacos a través de la mucosa intestinal. Algunas veces se ha reconocido que la
absorcién deficiente de un farmaco se debe a que es sustrato de la P-gp, por
ejemplo, se ha observado que el celiprolol in vivo presenta una absorciéon dosis
dependiente y su cinética en humanos es no-lineal, presentando picos dobles de
Cmax y se demostrdé en perros que su absorcion puede estar influenciada por
mecanismos de reflujo (Lipka y cols., 1998). Utilizando células Caco-2 se encontrd
que el transporte del celiprolol esta influenciado por la P-gp y otros
transportadores (Karlsson y cols., 1993).
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1.5.1. P-gp y bencimidazoles

El 5-(3-aminofenoxi)-1H-2-bencimidazolcarbamato de metilo (Figura 1.8) y un
derivado fotoactivo fueron sustratos de la P-gp en las lineas celulares de linfoma
humano CEMAVLB®' y CEM/NVLB'. El bencimidazol y el derivado fotoactivo se
unieron a la P-gp directamente y al parecer al mismo domino al que lo hacen otros
sustratos de esta proteina. El uso de verapamil, un sustrato de la P-gp,
incrementa la concentracién intracelular de los bencimidazoles comparando con el

control (Nare y cols., 1994).
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Figura 1.8. Estructura del 5-(3-aminofenoxi)-1H-2-bencimidazolcarbamato de metilo

El tratamiento con albendazol de los parasitos intracelulares
Encephalitozoon hellem, E. intestinalis y E. cuniculi, en células de rifibn de mono
verde fue ineficaz, pero cuando se trataron las células con albendazol y verapamil
o albendazol y ciclosporina A se observé una reduccién significativa en la
infeccién, mientras que el verapamil y la ciclosporina A fueron ineficaces por ellos
mismos. Ademas el verapamil, la ciclosporina A y probenecid aumentaron la
captura de calceina, un sustrato bien establecido de P-gp. Los hechos anteriores
sugieren que la P-gp estéa involucrada en la quimiorresistencia y que el albendazol
estd involucrado en un proceso de exclusion (Leitch y cols., 2001).

Lo anterior se contrapone con otro estudio donde midieron el transporte
transepitelial del albendazol en células Caco-2, L-MDR1 y LLC-PK1. El transporte
apical-basolateral y basolateral-apical fueron casi idénticos y no fueron
modificados por digoxina, asi como el albendazol tampoco modific el transporte
de la digoxina; por lo cual los autores concluyeron que el albendazol no
interacciona con la P-gp, lo cual fue comprobado utilizando ratones knock-out
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mdria/1b (-/-), que no poseen el gen de la P-gp, donde la distribucién tisular del
albendazol fue idéntica a la presentada en ratones con genotipo silvestre (Merino y
cols., 2002).

Por otro lado, realizando estudios in sifu en ratas, se ha mostrado que los
enterocitos de rata metabolizan al albendazol a sulféxido de albendazol, y que
este ultimo esta implicado en un proceso de secrecion hacia el lumen intestinal
mediado posiblemente por un proceso activo (Redondo y cols., 1999).

1.5.2. Cooperacién entre la P-gp y el citocromo P-450 3A4 (CYP3A4)

El CYP3A4 es el citocromo con la mas amplia selectividad catalitica y muchos de
sus sustratos lo son también de la P-gp (Guengerich, 1999; Benet y col, 2001).
Esta cooperaciéon genera problemas de biodisponibilidad mayores a los que se
presentarian si cada proteina tuviera sustratos diferentes, al parecer la P-gp tiene
patrones de reconocimiento estructurales similares a los del CYP3A4 y al
interaccionar de forma conjunta son los responsables del metabolismo intestinal
de una gran cantidad de farmacos (Benet y cols., 1996; Guengerich, 1999).

El ejemplo clésico de la intervencion de la P-gp y su participaciéon con el
CYP3A4 en la biodisponibilidad de un compuesto es la ciclosporina A. La mayor
parte de la dosis es metabolizada en el epitelio intestinal, y la alta tasa de
metabolismo se debe a que la P-gp mantiene bajas concentraciones intracelulares
de ciclosporina A, de tal manera que el CYP3A4 no se sature (Benet y col, 1996;
Benet y col, 2001; Wacher y col, 2001).

Sin embargo no todos los sustratos de la P-gp son sustratos del CYP3A4 y
viceversa (Wang y cols., 2001), un ejemplo claro lo constituye el albendazol el cual
es sustrato de CYP3A4 pero no de la P-gp (Redondo y cols., 1999; Merino y cols.,
2002). Por otro lado se ha demostrado que algunos metabolitos generados por el
CYP3A4 inhiben la funcion de la P-gp lo cual complica atin mas las interacciones
farmaco-farmaco (Katoh y cols., 2001).

Cuando una molécula que no es sustrato de la P-gp atraviesa las células
del epitelio intestinal son absorbidas y este proceso sélo ocurre una vez. Sin
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embargo cuando la molécula es sustrato de la P-gp la molécula entra al enterocito
y es excluida hacia el lumen intestinal, este proceso se puede repetir varias veces
de tal manera que se mantiene recirculando el farmaco entre el interior del
enterocito y la luz intestinal. Asimismo el CYP3A4 incrementa su efectividad
(Benet y cols., 2001) (Figura 1.9).

Como se ha indicado el tratamiento contra G. Intestinalis requiere de
multiples dosis debido a que in vivo el transito intestinal remueve rapidamente el
farmaco de duodeno y yeyuno, exponiendo al parasito a concentraciones
inefectivas del farmaco. Esta problematica que se presenta in vivo también es la
responsable de que compuestos con actividad elevada in vitro sean inefectivos
contra G. Intestinalis al probarse en animales de laboratorio.

Vena porta

b)
a)

Figura 1.9. Efecto de la cooperacion entre P-gp y CYP3A4. Cuando un farmaco no es
sustrato de la P-gp pasa por el enterocito solo una vez (a), mientras que cuando es
sustrato de esta proteina se mantiene en recirculacién dentro del lumen intestinal (b).
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2. Planteamiento del problema

La giardiasis es una enfermedad que presenta una morbilidad elevada y la
quimioterapia de esta enfermedad involucra una serie de compuestos con
toxicidad moderada a severa.

La infeccién del intestino por parte de Giardia intestinalis involucra soélo al
duodeno y al yeyuno. Algunos bencimidazoles como el albendazol y mebendazol
son activos in vivo contra el protozoario. Para que los bencimidazoles ejerzan su
efecto giardicida es necesario que estén en contacto con el parasito por lo menos
12 horas. Sin embargo, la actividad in vivo de estos compuestos no es 6ptima
debido al transito del contenido intestinal. El tiempo de residencia del contenido
intestinal es de aproximadamente 3 horas para duodeno y yeyuno.

Dado que Giardia intestinalis sélo infecta una parte del intestino delgado
superior y a que el tiempo de residencia del contenido intestinal es corto ;qué
propiedades adicionales a la actividad giardicida debe presentar un compuesto
para que tenga mayor eficiencia antiparasitaria contra G. intestinalis?
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3. Objetivo e hipotesis

3.1 Hipétesis

Los compuestos con buena eficiencia giardicida deben presentar adicionalmente a
su accion antiprotozoaria, caracteristicas adecuadas de transporte celular y
afinidad por la glicoproteina P de células intestinales.

3.2 Objetivo

Sintetizar una serie de derivados bencimidazélicos y benzoxazélicos del acido 2-
(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxilico para determinar su actividad
giardicida y su comportamiento de transporte en la linea celular Caco-2

3.2.1 Objetivos particulares

1. Sintetizar, purificar y caracterizar por sus caracteristicas fisicas,
espectroscépicas y espectrométricas los compuestos que se muestran en la

Figura 3.1.
2. Determinar la susceptibilidad in vitro de Giardia intestinalis contra los

compuestos sintetizados.
3. Determinar la permeabilidad aparente de las células Caco-2 a cuatro de los

compuestos sintetizados.
4. Determinar si los compuestos son sustrato de la glicoproteina P
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Figura 3.1. Estructura de los compuestos sintetizados. 1, &cido 1-metil-2-
(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxilico; 2, 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-5-bencimida-
zolcarboxilato de metilo; 3, 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxilato de 2-
(dietilamino)-2-oxoetilo; 4, acido 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-6-bencimidazolcarboxilico; 5,
1-metil-2-(trifluorometil)-1H-6-bencimidazolcarboxilato de  metilo; 6, 1-metil-2-
(trifluorometil)-1H-6-bencimidazolcarboxilato de 2-(dietilamino)-2-oxoetilo; 7, N,1-dimetil-2-
(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxamida; 8,  N,1-dimetil-2-(trifluorometil)-1H-6-
bencimidazolcarboxamida; 9, 2-(trifluorometil)-1,3-5-benzoxazolcarboxilato de metilo; 10,
2-(trifluorometil)-1,3-6-benzoxazolcarboxilato de metilo.
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4. Parte experimental.
4.1. Parte Quimica
Los compuestos sintetizados se muestran en la Figura 3.1.

Para obtener el compuesto 1 se realizé la ruta sintética que se muestra en
el Esquema 4.1. Se parti6 de acido p-aminobenzoico (11), el cual se acetil6 con
anhidrido acético para posteriormente realizar la nitracién con mezcla sulfonitrica
en el sitio adyacente al grupo acetamida, obteniéndose el acido 4-acetamido-3-
nitrobenzoico (13) que posteriormente se esterifico y N-metil6 en un solo paso
utilizando sulfato de dimetilo e hidréxido de sodio para obtener el 4-
[acetil(metil)amino]-3-nitrobenzoato de metilo (14). La hidrolisis total en medio
basico y reduccién del grupo nitro, utilizando formiato de amonio y paladio sobre
carbono, dio por resultado la o-fenilendiamina 15, la cual se condensé con acido
trifluoroacético en presencia de HCI, obteniéndose el acido 1-metil-2-
(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxilico (1).

El tratamiento del compuesto 1 con sulfato de dimetilo y carbonato de sodio
en dimetilformamida produjo el 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-5-bencimidazol-
carboxilato de metilo (2) (Esquema 4.2). Por otro lado, la obtencién de 1-metil-2-
(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxilato de 2-(dietilamino)-2-oxoetilo (3) se
llevé a cabo utilizando al compuesto 1 como materia prima, el cual reaccioné con
2-cloro-N,N-dietilacetamida en presencia de trietilamina y KI como catalizador
(Esquema 4.2).

Para obtener el compuesto 7 se procedié de la siguiente manera: Se
sintetiz6 el cloruro de 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxilo
utilizando el compuesto 1 y cloruro de tionilo como reactivo y disolvente, el cloruro
de acilo obtenido se disolvi6 en piridina y se hizo reaccionar con metilamina para
obtener la N, 1-dimetil-2-(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxamida  (7)
(Esquema 4.2).

Los pasos sintéticos para obtener el compuesto 2 se pueden observar en el
Esquema 4.3. El 4cido 3-hidroxi-4-nitrobenzoico (17) se O-metilo y esterifico en un
solo paso, mediante el uso de sulfato de dimetilo en medio basico, para obtener el
compuesto 18, el cual fue facilmente convertido por tratamiento con metilamina al
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Esquema 4.1. Ruta sintética del compuesto 1. a) anhidrido acético; b) HNO3/H,SOy; c)
NaOH, (CH3).S0Os; d) NaOH; e) HCOONH,, Pd/C; f) CFsCOOH

Esquema 4.2. Ruta sintética de los compuestos 2, 3 y 7. a) Na,CO;, (CH3),SOq; b) 2-
cloro-N,N-dietilacetamida, (CH3CH>)sN, KiI; ¢) SOCIy; d) Piridina, NH,CH;
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Esquema 4.3. Ruta sintética de los compuestos 6, 5§ y 8. a) NaOH/Na,CO,,
(CH1)2S04; b) NH,CHs; ¢) NaOH; d) H,, Pd/C 5 %; e) (CFsCO),0, PPA f) Na,COs;,
(CH,)2S0y4; g) 2-cloro-N,N-dietilacetamida, (CHsCH_)sN, K.

L o0 O~ OCr

22: R=COOH, R'=H 23: R=COOCH,, R'=H 24: le‘ly R'=H 26: R=COOCHj,, R'=H
17: R=H, R'=COOH 26: R=H, R'=COOCH, 27: R=H, R'=COOCH, 28: R=H, R'=COOCH,

9: R=COOCH,, R'=H
10: R=H, R'=COOCH,

Esquema 4.4. Ruta sintética de los compuestos 9 y 10. a) MeOH, H,SO4 b)
HCOONHy,, Pd/C 10 %,; c) (CF3C0O),0; d) PPA 0 P4O1o.

derivado 4-nitro-3-metilamino. Adicionalmente se obtuvo la mezcla de productos
de transesterificacion y amino-de-alcoxilacion. La mezcla de productos se hidrolizé
en medio basico para obtener el acido 3-metilamino-4-nitrobenzoico (19). La
reduccion del grupo nitro de 19 dio lugar a 20, el cual fue ciclocondensadé con
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anhidrido trifluoroacético en PPA y glima para obtener el bencimidazol deseado
(4).

La obtencién de los compuestos 5 y 6 fue similar a la de los compuestos 2 y
3. Para sintetizar el compuesto 8 (Esquema 4.3) se parti6 de 3-metoxi-4-
nitrobenzoato de metilo (17) y se realiz6 la sustitucion nucleofilica aromatica del 3-
metoxi con metilamina de forma similar a la realizada para obtener el compuesto
19, pero se utiliz6 una concentracién mas alta de metilamina, con lo que se pudo
obtener la N-metilcarboxamida (21) con buen rendimiento. Posteriormente por
reduccién del grupo nitro, mediante hidrogenacién catalitica, y subsiguiente
formacién del bencimidazol con anhidrido trifluoroacético en PPA y glima dio lugar
a N, 1-dimetil 2-(trifluorometil)-1H-6-bencimidazolcarboxamida (8).

La formacién de los compuestos 9 y 10 fue realizada siguiendo la misma
ruta sintética (Esquema 4.4). Los acidos 4-hidroxi-3-nitrobenzoico (22) y 3-hidroxi-
4-nitrobenzoico (17) fueron esterificados utilizando el método de Fischer, en
metanol y acido sulfurico, con excelente rendimiento en ambos casos, para
obtener a los compuestos 23 y 26. La posterior reduccién con formiato de amonio
y N-trifluoroacetilacién con anhidrido trifluoroacético dio por resultado a los
compuestos 25 y 28.

La deshidratacién de 4-hidroxi-3-[(trifluoroacetil)amino]benzoato de metilo
(25) calentando con pentéxido de fésforo en glima dio origen a 2-(trifluorometil)-
1,3-5-benzoxazolcarboxilato de metilo (9). Para la sintesis de 2-(trifluorometil)-1,3-
6-benzoxazolcarboxilato de metilo (10), el 3-hidroxi-4-[(trifluorometil)amino]-
benzoato de metilo (28) se calenté en presencia de acido polifosférico (PPA) en un
horno Kugelrohr. EI compuesto 10 se destilé durante su formacién a presion
reducida y purificé por cromatografia en columna.

El procedimiento detallado de cada reaccion se presenta en el Apéndice 1.

37



4.2. Parte biolégica

4.2.1. Determinacion de la permeabilidad aparente (Papp) en la linea celular

Caco-2

Para medir la permeabilidad aparente se utilizé la linea celular Caco-2 cepa
ASI-4. La estructura de los compuestos cuya Papp fue evaluada se muestra en la
Figura 4.1. La linea celular Caco-2 ASI-4 fue mantenida en cultivo en insertos
Transwell®. El ensayo de transporte se realizé al dia de cultivo 28. En este dia la
monocapa celular se incub6 en medio de transporte y en el lado donador se
colocé una solucién 100 pM del compuesto a medir su Papp, la metodologia
detallada de este estudio se describe en el Apéndice 2. Se tomaron alicuotas a
diferentes tiempos del lado receptor y la cantidad de compuesto que aparecié se
cuantificé6 por HPLC. La velocidad de apariciéon del compuesto en el lado receptor
se uso para calcular la Papp, tal como se describe en el Apéndice 2.

Al final del experimento se comprob6 la integridad de las monocapas
celulares mediante el uso de la sal de litio del compuesto Lucifer Yellow CH (LY).

CH, a
Nf
HO N\
Y, CF4 >—CF3
N N
H
4 BRR-A

N
HO HO
N
A
- CH,

1

o

HsC s
o S -
CFy NHCOOCH,
N
\ N

7 CH, ABZ

Figura 4.1. Estructura de los compuestos seleccionados para evaluar su
permeabilidad aparente (Papp).
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4.2.2. Evaluacién in vitro de la actividad antiprotozoaria contra Giardia

intestinalis

Los ensayos de susceptibilidad in vitro se realizaron de acuerdo a lo descrito por
Cedillo-Rivera y cols., 1992. Se cultivaron 5X10* trofozoitos de G. intestinalis en
presencia de diferentes concentraciones de los compuestos 1-10, albendazol,
metronidazol y nitazoxanida, por 48 horas a 37 °C. Se utilizé un control negativo,
que consistié en incubar a los trofozoitos en medio libre de farmaco, pero que
contenia la misma concentracion de dimetilsulféxido usada para evaluar la
susceptibilidad a los compuestos. Después del tiempo de incubacion, los
trofozoitos fueron lavados y subcultivados por otras 48 horas en medio libre de
farmaco o disolvente. Al término del tiempo de subcultivo, los trofozoitos viables se
contaron y la Clsp de cada compuesto fue calculada por analisis Probit.
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5. Resultados

Con el fin de contar con nuevas moléculas que posean actividad contra G.
intestinalis se sintetizaron derivados N-metilados del acido 2-(trifluorometil)-1H-5-
bencimidazolcarboxilico (1 y 4) (Figura 4.1.), asi como sus ésteres metilicos (2 y
5), los ésteres de (dietilamino)-2-oxoetilo (3 y 6), derivados N-metilcarboxamida (7
y 8), y dos compuestos benzoxazolicos (9 y 10), los cuales son isésteros del anillo
bencimidazélico.

Los compuestos 1 a 10 se obtuvieron siguiendo las rutas sintéticas que se
muestran en los Esquemas 4.1, 4.2, 4.3 y 4.4. Los compuestos propuestos se
obtuvieron como sélidos con punto de fusion definido. La mayoria de las
reacciones se obtuvieron con rendimientos satisfactorios o regulares (Tabla 5.1).

Las constantes espectroscopicas y espectrométricas de los compuestos 1 a
10 se presentan en la Tabla 5.2, las sefnales obtenidas corresponden a las sefales
esperadas para cada compuesto. Los espectros de IR, espectrometria de masas y
RMN 'H de los compuestos 1-10 se pueden apreciar en el Apéndice 3.

Los compuestos sintetizados fueron probados contra el protozoario G.
intestinalis, utilizando el método de subcultivo (Cedillo-Rivera y col, 1992) para lo
cual se agregé un in6culo de trofozoitos de G. intestinalis en medio de cultivo que
contenia concentraciones diferentes del compuesto a evaluar.

.20_
151
10 -

54

0

1 2 3 4 5 6 7 8
m 1/CI50 |0.36 |0.41 | 7.69 | 3.03 | 0.11 | 2.13 | 2.38 | 4.76 | .

Figura 5.1. Comparacién de la actividad contra G. intestinalis de los compuestos 1-
10 con la actividad de albendazol y metronidazol. Se presenta el inverso de la Clsg
(uM™). Debajo se presenta el valor exacto de 1/Clso, entre mayor sea el valor mayor es la

actividad.

40



Después de 48 h se eliminé el medio de cultivo con compuesto y se incubd

por 48 horas mas en medio fresco. Se contaron los trofozoitos y se calcul6 la Clsp.
Como control positivo se utilizaron trofozoitos incubados en presencia de

albendazol, metronidazol o nitazoxanida y como control negativo se utilizaron
trofozoitos incubados en presencia del disolvente utilizado en el estudio (DMSO) a
la misma concentracién utilizada para realizar los ensayos de susceptibilidad.

Tabla 5.1. Constantes fisicas de los compuestos sintetizados

COMPUESTO | RENDIMIENTO PF (°C) DISOLVENTE DE | Rf (SISTEMA)
% CRISTALIZACION

1 60 252.4-254.3 Nitrometano 0.53 ()
2 83 121.9-122.2 DMF-agua 0.40 (V)
3 76 97-97.9 ACN-agua 0.39 (I)
4 61 270.1-272.7 Isobutanol 0.53 ()
5 84 107.1-107.5 DMF-agua 0.40 (V)
6 83 115.7-116.0 DMF-agua 0.62 (1)
7 75 177.1-178.1 MeOH-agua 0.35 ()
8 69 218.0-218.8 AcOEt 0.35 (1)
9 38 51-52 * 0.69 (VI)
10 32 44-45 8 0.69 (VI)
12 95 259-262 EtOH-agua 0.40 (IV)
13 80 217.6-221.6 MeOH-agua 0.55 (I)
14° 94 ND ND 0.09 (Il)
15 92 307-307.2 EtOH 0.52 (II)
16° 75 ND ND ND

18 87 91.4-92.8 EtOH-agua 0.63 (VI)
19 77 269.9-271.0 EtOH-agua 0.50 ()
20° 97 ND ND ND

21 84 192.2-193.7 EtOH 0.33 (I
23 93 74.3-75.1 MeOH-agua 0.57 (VI)
24° 97 ND ND ND

25 72 219.7-220.3 EtOH-agua 0.33 (V1)
26 97 90.3-90.6 MeOH 0.61 (VI)
27 91 ND ND ND

28 87 207.7-208.3 EtOH—agua 0.49(VI)

I, CHCls-MeOH 90:10; Il, CHCl;:MeOH 99.5:0.5; Ill, CHCI;-MeOH 99:1; IV, CHCl3- MeOH
80:20; V, Hexano-Acetato de etilo 70:30, VI, CHCl;-acetona-éter de petréleo-acido acético

10:6:15:0.6; **,

purificados por cromatografia en columna; a, estos compuestos se

utilizaron inmediatamente en la siguiente reaccién, por lo tanto no se determinaron sus
constantes fisicas.
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Tabla 5.2. Datos espectroscépicos y espectrométricos de los compuestos

sintetizados

Compuesto

Datos espectroscépicos y
espectrométricos.

4 3

N
HO
\>'2'CF3
6 N
7 \
CH,
1

acido 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-5-
bencimidazolcarboxilico (1)

Espectro 1 a), IR en KBr (cm™): 2829 (R-
OH), 2566 (C-H aromatico), 1406 (C-N),
1685 (C=0), 1267 (C-0), 1141 (CF3),
Espectro 1 b), EM le) m/z: 244 M*(100%)
Espectro 2, RMN 'H (DMSO-dg) & 3.98 (s,
3H, N-CH; 1), 7.82 (dd, 1H, J=8.7 Hz, J=0.3
Hz, H-Ar, 7), 8.021 (dd, 1H, J= 8.7 Hz, J=
1.5Hz, H-Ar, 6), 8.342 (d, 1H, J=0.6 Hz, H-
Ar, 4).

Espectro 3, NOESY (DMSO-ds): interaccion
entre los hidrogenos 7 (N-CHs;) y 7 (H-Ar).

¥
1-metil-2-(trifluorometil)-1H-5-bencimidazol-
carboxilato de metilo (2)

Espectro 4 a), IR en KBr (cm™): 3018, 2962,
750 (C-H aromaético), 1726 (C=0), 1306 (C-
0), 1131 (CF3).

Espectro 4 b), EM (IE) m/z: 258 M* (65%),
M*-31 (100 %).

Espectro 5, RMN 'H (DMSO-d): 5 3.88 (s,
3H, O-CHs, 1), 3.99 (s, 3H, N-CH,, 1), 7.88
(d, 1H, J=8.7 Hz, H-Ar, 7), 8.04 (dd, 1H,
J=8.7 Hz, J=1.5 Hz, H-Ar, 6), 8.36 (d, 1H,
J=1.2 Hz, H-Ar, 4).

\

CH,

1
1-metil-2-(trifluorometil)-1H-5-bencimidazol-
carboxilato de 2-(dietilamino)-2-oxoetilo (3)

Espectro 6 a), IR en KBr (cm™): 2967, 2934
(C-H alifatico), 1726 (C=0 éster), 1665 (C=0
amida) 1471 (C-N), 1179 (C-0), 1130 (CF3).
Espectro 6 b), EM (IE) m/z: M*-130 (100
%), M* no apreciable.

Espectro 7, RMN H (DMSO-dg): & 1.02 (t,
3H, J=6.6 Hz, CHs-, 3"), 1.67 (t, 3H, J=6.9
Hz, CHs- 3), 3.31 (m, 4H, J=2.7 Hz, J=7.2
Hz, -CH,, 2',.2"), 4.01 (s, 3H, N-CHj3, 1), 5.04
(s, 2H, COCH0, 1), 7.92 (d, 1H, J=8.7 Hz,
H-Ar, 7), 8.08 (dd, 1H, J=8.7 Hz, J=1.5 Hz,
H-Ar, 6), 8.41 (d, 1H, J=0.6 Hz, H-Ar, 4).

1
9 CHj
7 /
HO $ W ,
: b />—CF3
5 N
4 3

acido 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-6-
bencimidazolcarboxilico (4)

Espectro 8 a), IR en KBr (cm™): 2963(R-
OH), 1679 (C=0), 1410 (C-N), 1260 (C-0),
1142 (CF3)

Espectro 8 b), EM SIE) m/z: 244 M* (100%).
Espectro 9, RMN 'H (DMSO-dg) & 4.00 (s,
3H, N-CH3, 1), 7.82 (d, 1H, J=8.7 Hz, H-Ar,
4), 7.92 (dd, 1H, J=8.4 Hz, J=1.5 Hz, H-Ar,
5), 8.33 (d, 1H, J=0.6 Hz, H-Ar, 7), 13.10 (s,
1H, COOH, 7).

Espectro 10, NOE diferencial (DMSO-dg):
interaccién entre 7y 7.
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Tabla 5.2. (Continuacion)

Datos espectroscépicos y
espectrométricos.

Compuesto
1
@ CH,
HaC { N/
1 \O ¢
/>’—0|=3
5 N
4 3

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

Espectro 11 a), IR en KBr (cm™): 3036,2961,
748 (C-H aromético), 1710 (C=0), 1483 (C-
N), 1268 (C-O), 1126 (CFs).

Espectro 11 b), EM (IE) m/z: 258 M* (100%),
M*-31 (100 %), M*-59 (86 %), M*-128 (48 %).
Espectro 12, RMN 'H (DMSO-ds): & 3.90(s,
3H, O-CH,3, 1)), 4.02 (c, 3H, J=0.9 Hz, N-CH3,
1), 7.88 (dd, 1H, J=8.7 Hz, J=0.6 Hz, H-Ar, 4),
7.94 (dd, 1H, J=8.7 Hz, J=1.5 Hz, H-Ar, 5),
8.38 (dd, 1H, J=1.5 Hz, J=0.6, H-Ar, 7).

Mo » . :
CH,
HaC N - 1 /
3 6 N
N (o] 4
2 CFS
! Y Pa
A 3

1-metil-2-(trifluorometil)-1 H-6-bencimidazol-
carboxilato de 2-(dietilamino)-2-oxoetilo (6)

Espectro 13 a), IR en KBr (cm™): 2980, 2936,
742 (C-H alifatico), 1722 (C=0 éster), 1648
(C=0 amida), 1482 (C-N), 1266 (C-O), 1122
(CF3).

Espectro 13 b), EM (IE) m/z: 357 M*
(despreciable), M*-130 (100 %).

Espectro 14, RMN 'H (DMSO-dg): 1.025 (t,
3H, J=6.9 Hz, CH;3-, 3"), 1.171 (t, 3H, J=6.9
Hz, CHs-, 3), 3.28 (c, 2H, J=6.9 Hz, -CH,-,
2), 3.32 (c, 2H, J=6.9 Hz, -CH>-,2"), 4.03 (c,
3H, J=0.9 Hz, N-CHj 1), 5.06 (s, 2H,
COCH,0, 1), 7.92 (dd, 1H, J=8.4 Hz, J=0.6
Hz, H-Ar, 4), 7.98 (dd, 1H, J=8.4 Hz, J= 1.5
Hz, H-Ar, 5), 8.42 (dd, 1H, J=1.5 Hz, J=0.6
Hz, H-Ar, 7).

CHj
1
N,1-dimetil-2-(trifluorometil)-1H-5-
bencimidazolcarboxamida (7)

Espectro 15 a), IR en KBr (cm™):; 3416, 3262
(N-H), 1617 (C=0), 1406 (C-N), 1271 (C-O),
1125 (CF3), 596 (C-N).

Espectro 15 b), EM (IE) m/z: 257 M*(45 %),
M*-30 (100 %).

Espectro 16, RMN 'H (DMSO-dg): 2.81 (d,
3H, J=4.5 Hz, CONCHs, 2), 3.97 (c, 3H,
J=0.9 Hz, N-CH3, 1), 7.82 (dd, 1H, J=8.4 Hz,
J=0.3 Hz, H-Ar, 7), 7.95 (dd, 1H, J=8.7 Hz,
J=1.8 Hz, H-Ar, 6), 8.29 (dd, 1H, J=1.5 Hz, J=
0.6 Hz, H-Ar, 4), 854 (c, 1H, J=3.9 Hz
CONH, 1).

CHj
™~ 6 N

2 N1H />L CFy
N

4 3
N, 1-dimetil-2-(trifluorometil)-1H-6-
bencimidazolcarboxamida (8)

Espectro 17 a), IR en KBr (cm™'); 3295 (N-H),
2937 (C-H aromético), 1409 (C-N), 1269 (C-
0), 1183 (CF3).

Espectro17 b), EM (IE) m/z: 257 M*(75 %),
M*-30 (100 %).

Espectro 18, RMN 'H (DMSO-dg): 2.83 (d,
3H, J=4.5 Hz, CONCH;, 2), 3.99 (c, 3H,
J=0.6 Hz, N-CH3, 1), 7.84 (d, 2H, J=0.9 Hz,
H-Ar, 4,5), 8.26 (t, 1H, J=1.05 Hz, H-Ar, 7),
8.55 (c, 1H, J= 4.5 Hz, CONH, 1)).

43




Tabla 5.2. (Continuacién)

Compuesto Datos espectroscépicos y
espectrométricos
0 Espectro 19 a), IR en KBr (cm™) 3393,1374 (Ar-
4 s NH-R), 3200 (C-H aromatico), 2961 (CHj), 1724
HaC . N (C=0),1445 (C-N), 1299 (C-O), 1102 (CF3),
% 0 \ 2 Espectro 19 b), EM (IE) m/z: 245 M* (88 %),
>7CF3 M*-31 (100 %)
A o Espectro 20, RMN 'H (DMSO-dg) & 3.89 (s, 3H,
7 1 O-CHg, 1), 8.06 (d, 1H, J=8.7 Hz, H-Ar, 7), 8.19
2-(trifluorometil)-1,3-5-benzoxazol- (dd, J=8.7 Hz, J=1.5 Hz, H-Ar, 6), 8.45 (d, 1H,
carboxilato de metilo (9) J=1.5 Hz, H-Ar, 4).
[¢) Espectro 21 a), IR en KBr (cm™): 3109 (C-H
7 3 aromatico), 2960 (CHj), 1722 (C=0), 1438 (C-
HiC 6 0 N), 1281 (C-0), 1197,1172 (CF3).
¢ 9 2 Espectro 21 b), EM (IE) m/z: 245 M* (78 %),
Y CFy M*-31 (100 %).

5 A Espectro 22, RMN 'H (DMSO-dg): 3.91 (s,
4 3 3H,0-CH3, 1), 8.09 (dd, 1H, J= 8.4 Hz, J= 0.9
2-(trifluorometil)-1,3-6-benzoxazol- Hz, H-Ar, 4), 8.12 (dd, 1 H, J= 8.4 Hz, J= 1.5 Hz,

carboxilato de metilo (10) H-Ar, 5), 8.46 (dd, J=1.2 Hz, J=0.6 Hz, H-Ar, 7)

IE, Impacto electrénico; m/z, relacibn masa carga; DMSO-ds dimetilsulféxido
hexadeuterado; s, singulete; c, cuadruplete; d, doblete; dd, doble de dobles; m, multiplete;
t, triplete; J, constante de acoplamiento; M*, i6bn molecular. Los nimeros en cursiva
representan el 4tomo de hidrégeno sefialado en la estructura.

Tabla 5.3. Efecto antiprotozoario de los compuestos 1-10, albendazol, metronidazol
y nitazoxanida contra G. intestinalis

Compuesto | Clso (uM) | Compuesto | Clso (uM) | Compuesto | Clsg (M)
1 2.77 6 0.47 albendazol 0.037
2 2.45 7 0.42 metronidazol | 1.220
3 0.13 8 0.21 nitazoxanida | 0.013
4 0.33 9 0.18
5 8.82 10 0.06

Los valores de Clsp, de cada compuesto se obtuvieron de 2 ensayos por duplicado.

Los compuestos 3, 4, 6-10 presentaron mayor actividad contra el
protozoario que la presentada por el metronidazol, farmaco de primera eleccién
para esta parasitosis (Figura 5.1, Tabla 5.3).
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Figura 5.2. Perfiles de permeabilidad de los compuestos 1, 4, 7, BRR-A y ABZ. Se
presentan los perfiles de los compuestos evaluados. Los datos para realizar las gréficas

se presentan en las Tablas 5.4. y 5.5.

45



AB del compuesto BRR-A BA del compuesto BRR-A

¥=0.0192+0.0025X
R=0.9911

¥=0.0835+0.0097X
R=0.9768

0 20 40 60 B0 100 024— y v y v .
Tiempo (min) 0 20 40 60 80 100
Tiempo (min)
AB del compuesto ABZ BA del compuesto ABZ
204
18-
12- g 1o
1.0 E .
' 2 12
g 0.8 E 104
064 a8
e Y=0.733+0.0262X
04 Y=-0.1722+0.01254X R=0.98409
R=0.9980 04+
(§ 0.2+ a2+
0.0 Q04
'u': L} T T T T T T
0.2 1] Q0 1] @ o 1] @0

T T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (min)

Figura 5.2. (Continuacién).

Resulta interesante sefialar que los compuestos méas activos de la serie
sintetizada fueron 3 y 10, los cuales fueron 9.4 y 20.2 veces mas activos que el
metronidazol respectivamente.

Todos los compuestos fueron menos potentes que el albendazol (Tabla
5.3., Figura 5.1) y la nitazoxanida (Tabla 5.3).

Con respecto a la diferencia en actividad contra G. intestinalis, entre
isomeros estructurales, se observa que los isdbmeros que guardan una relacién
estructural 1,5 entre el grupo N-metilo y el carboxilo son menos potentes que los
isémeros que tienen una relacion 1,6 entre los grupos mencionados, excepto para

46



los derivados 2, 3, 5 y 6 en los cuales se observé lo contrario. De los derivados
benzoxazélicos el compuesto 10, que guarda una relacién 1,6 entre el oxigeno del
anillo de benzoxazol y el grupo carboxilato de metilo, fue mas potente que su
isébmero 9, con relacién 1,5 (Tabla 5.3).

Para determinar la permeabilidad aparente (Papp) se utilizé la linea celular
Caco-2 ASI-4, la cual se cultivd en cdmaras de cultivo Transwell® durante 28 dias,
tiempo suficiente para lograr que la linea celular se transforme y adquiera niveles
adecuados de P-gp. Después de este tiempo se midié la TEER de las monocapas
formadas. Los valores de TEER que se obtuvieron en el presente estudio oscilan
entre 126 y 182 Q cm® Los compuestos a los que se determiné su Papp se
presentan en la Figura 4.1. Al realizar el estudio de permeabilidad basal-apical y
apical-basal se obtuvieron alicuotas a los 15, 30, 45, 60 y 90 min. Al finalizar el
estudio se comprobé que las monocapas no se hubieran alterado por efecto de los
compuestos probados o por efecto de la manipulacién utilizando el compuesto LY.

Los valores de permeabilidad obtenidos para el LY estuvieron dentro del
rango de 0.8 y 7.9X107 cm/seg, lo cual indica que las monocapas celulares eran
uniformes y se habian formado las uniones estrechas adecuadamente.

La concentracion de las muestras se determiné por HPLC y se calculé la
concentracién acumulada en el lado receptor para cada compuesto (Tabla 5.4. y
5.5.). El ABZ presento problemas en su cuantificacion a los 15 minutos del estudio
BA, debido a que su concentracion estuvo por debajo del limite de deteccién
(Tabla 5.5).

Con los valores de concentracion acumulada se hicieron graficas para
observar la tendencia de los valores obtenidos, todos los puntos presentaron una
tendencia lineal (Figura 5.2).

La pendiente de cada linea representa la velocidad con la que el compuesto
pasa del compartimiento donador al receptor, con esta constante se calculo la
Papp de cada compuesto (Tabla 5.6).

Los compuestos 1, 4 y ABZ presentaron valores de Papp del orden de 10°®
cm/seg, el compuesto BRR-A present6 una Papp del orden de 10 7 cm/seg y el
compuesto 7 tiene un Papp del orden de 10" cm/seg (Tabla 5.6).
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Los valores de log (Papp) para los compuestos 1, 4 y ABZ son muy
parecidos (entre -5.0 y -5.7), lo que indica que su permeabilidad es similar. El
compuesto 7 presenta valores de log (Papp) de -4.46 para el estudio AB y -4.32
para el estudio BA, este valor indica una permeabilidad elevada. El compuesto
BRR-A presenta valores bajos de log (Papp), -6.2 y -6.1 para el estudio AB y BA

respectivamente
La relacién entre la Papp AB y la Papp BA de todos los compuestos probados no
fue mayor a 3 en ningun caso, valor que indica una contribucién significante en la

permeabilidad por parte de transportadores (Morales-Hurtado, 2000) (Tabla 5.6).

Tabla 5.4. Cinética de aparicion de los compuestos 1, 4, 7, BRR-A y ABZ en el lado
receptor durante el ensayo apical-basolateral (AB)

Concentracion Acumulada AB (uM)
T';'i‘:""’ 1 4 7 BRR-A ABZ
15 0.669+0.38 | 0.255+0.037 | 3.179+0.41 0.071+0.01 | 0.052+0.04
30 1.365+0.24 | 0.808+0.27 5.963+0.59 0.116+0.01 0.242+0.1
45 2.101£0.12 | 1.133+0.25 | 8.226+0.58 | 0.154+0.01 | 0.440+0.07
60 2.608+0.13 | 1.379+0.24 | 10.265+0.59 | 0.188+0.01 | 0.637+0.07
90 3.899+0.20 | 1.977+0.20 | 13.743+0.64 | 0.265+0.002 | 1.093+0.1

El estudio de permeabilidad se realiz6 como se describe en el Apéndice 2. Los resultados
obtenidos son el promediotD.E. de tres determinaciones independientes.

Tabla 5.5. Cinética de aparicién de los compuestos 1, 4, 7, BRR-A y ABZ en el lado
receptor durante el ensayo basolateral-apical (BA)

Concentracion Acumulada BA (uM)
Tiempo

ik, 1 4 it BRR-A ABZ
15 0.869+0.41 | 0.821+0.07 | 12.225+0.36 | 0.261+0.13 ND
30 2.238+0.27 | 1.615+0.10 | 22.573+0.54 | 0.424+0.08 0.137+0.1
45 3.619+0.28 | 2.445+0.17 | 32.919+0.69 | 0.555+0.11 0.455+0.08
60 5.0254+0.25 | 3.289+0.25 | 41.841+0.18 | 0.692+0.15 0.669+0.23
90 8.566+0.49 | 5.618+0.21 | 57.037+0.74 | 0.905+0.106 | 1.717+0.13

El estudio de permeabilidad se realiz6 como se describe en el Apéndice 2. Los resultados
obtenidos son el promediotD.E. de tres determinaciones independientes. ND, no
determinado.

48



Tabla 5.6. Valores de permeabilidad aparente (Papp cm/seg) y log Papp de los
compuestos 1, 4, 7, BRR-A y ABZ, su relacién de Papp AB/BA y BA/AB y su logP

Compuesto Papp/ 1£;cmfseg iog(:gpp) Pap pI‘II(B'J:\cm!seg tog(g:pp) AB/BA | BA/AB | logP®
1 9.83+0.09 -5.0 7.25+0.30 -5.1 1.35 ] 0.74 | 2.39

4 5.09+0.62 -5.2 4.65+0.25 -5.3 1.09 [ 0.91 [2.39

7 34.39+0.13 -4.4 47.93+0.03 -4.3 0.72 [ 1.39 [1.35
BRR-A 0.57+0.037 -6.2 0.74+0.08 -6.1 0.77 | 1.30 | 2.07
ABZ 3.14+0.14 -5.5 1.99+0.09 -5.7 1.58 | 0.63 | 3.01

El célculo de la Papp para cada compuesto se realizé6 como se indica en el Apéndice 2. El
valor presentado es el promedioD.E. de tres experimentos independientes. a, Calculado
con el programa ACD/Log P DB version 4.56.
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6. Analisis de resultados

6.1. Parte quimica

Se ha visto que los 2-(trifluorometil)bencimidazoles son activos contra
varios protozoarios y los analogos N-metilados son mas activos (Navarrete-
Vazquez y cols., 2001). Por otro lado se sabe que el acido 2-(trifluorometil)-1H-
bencimidazol-5-ilcarboxilico (BRR-A) (Figura 4.1,) es activo contra G. intestinalis,
por lo que fue necesario sintetizar ambos isémeros N-metilados de este
compuesto para determinar si estos derivados eran mas activos que el compuesto
referido.

La metilacion de BRR-A con yoduro de metilo en acetona y posterior
hidrélisis en medio basico dio por resultado un sélido que presentaba una sola
mancha en por cromatografia en capa fina en varios sistemas de elusién y no se
pudo separar por cristalizacién. Al analizar el producto por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, el cromatograma se presentaron dos picos
con tiempo de retencién de 7.61 y 8.46 min. Las sefales principales fueron m/z
244 como i6n molecular y con pico base del espectro de M*-17 (m/z 227) lo que
indicé que eran los productos monometilados 1 y 4 (Figura 6.1). Por lo anterior se
decidi6 sintetizar los isémeros por separado.

El paso clave de la sintesis del compuesto 1 (Esquema 4.1) fue la
formacién del acido 4-metilamino-3-nitrobenzoico (15). La monometilacién de un
grupo amino generalmente es una reaccion dificil de llevar a cabo con agentes
metilantes convencionales. La formacién de la amida hace posible la
monometilacion del nitrégeno de 13 debido al caracter acido del grupo amida. La
presencia del grupo nitro y el grupo carbonilo favorecen la reaccion de metilacion.

Para evitar la hidrélisis de la amida y el éster fue necesario agregar
paulatinamente la base y regular la temperatura de la mezcla de reaccion.

Adicionalmente para obtener la monometilanilina se utilizé NaOH y Na,CO3
en polvo, catalizador de transferencia de fases (sulfato monoacido de
tetrabutilamonio) y sulfato de dimetilo en tolueno y el éster metilico del compuesto
13 (obtenido mediante tratamiento con sulfato de dimetilo y carbonato de potasio
en dimetilformamida) (Figura 6.2) (Kalkotfe y cols., 1997).
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Figura 6.1. Productos obtenidos de la metilacién directa de BRR-A con CH;l. El
compuesto del espectro superior presentd un tiempo de retencién de 7.61 min y el del
inferior de 8.46 min.

El compuesto principaimente obtenido fue el correspondiente a la
saponificacion del éster metilico.

Otra alternativa explorada fue hacer reaccionar la o-nitroanilina con
formaldehido y benzotriazol para formar la N-(1,2,3-benzotriazol-1-ilmetil)-2-
nitroanilina que posteriormente se reduciria con borohidruro de sodio en etanol
para obtener la N-metil-2-nitroanilina correspondiente (Katritzky y cols., 1994).
Para efectuar esta reaccioén, el compuesto 13 se hidrolizé6 en medio basico para
formar el acido 4-amino-3-nitrobenzoico, el cual al ponerse a reaccionar con

benzotriazol y formaldehido no mostré avance en la reaccion, aun después de 8

horas.
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Figura 6.2. Sintesis de monometilanilinas en un solo paso (Kalkote U. R. y cols.,
1997).

La hidrélisis del compuesto 14, reduccién del grupo nitro y
ciclocondensacion con acido trifluoroacético dio por resultado el compuesto 1.

La reduccién del grupo nitro utilizando formiato de amonio y paladio sobre
carbono es una alternativa a la hidrogenacion catalitica, en el presente trabajo se
obtuvieron excelentes resultados con este reactivo. Si la reacciéon se realiza
adecuadamente, la reduccion del grupo nitro requiere menos tiempo que la
reduccién con hidrégeno, aunque hay que eliminar el formiato de amonio residual
lavando con agua. Ademas la reaccion es ligeramente exotérmica y efervescente
(libera bioxido de carbono y amoniaco). La cantidad de formiato de amonio
utilizada y las condiciones se tomaron de la literatura (Ram y cols., 1984).

Para el compuesto 1 en IR se observa una banda correspondiente al
trifluorometilo a 1141 cm™ y al grupo carbonilo a 1677 cm™ (Espectro 1a), en EM
el ibn molecular corresponde al peso molecular esperado (m/z 244) y una perdida
de M*-17 confirma la presencia del 4cido carboxilico (Espectro 1b). En RMN 'H Ia
sefal del grupo N-metilo se observa a 3.97 ppm y el sistema aromatico
corresponde al esperado (Sistema ABX) (Espectro 2), en NOESY interaccionan
los protones del N-metilo con el proton aromatico del carbono 7 (Tabla 5.2,
Espectro 3) confirmandose la estructura correcta del isémero. El rendimiento total
de la sintesis fue de 30 %.

Los compuestos 2 y 3 son el éster metilico y el éster 2-(dietilamino)-2-
oxoetilico del compuesto 1 respectivamente. Estos compuestos al hidrolizarse por
medio de enzimas liberaran el compuesto 1 y metanol o N,N-dietilglicolamida. Los
ésteres de glicolamida son rapidamente hidrolizados en plasma por esterasas, el
éster de N,N-dietilgicolamida del acido benzoico tiene un vida media de 0.08 min
en plasma (Nielsen y cols., 1988). Por otro lado, la N,N-glicolamida liberada puede
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generar &cido glicélico que es una sustancia endégena.

El compuesto 2 presenta en EM un i6n molecular de m/z 258 y una senal
de M*-31 (m/z 227), la cual es el pico base del espectro, y corresponde a la
perdida de metoxilo (Espectro 4b, Tabla 5.2), en RMN 'H se observan dos sefiales
correspondientes a metilos; la sefial del éster se encuentra a 3.88 ppm y la del N-
metilo a 3.99 ppm, el sistema observado en la zona de aromaticos es igual al del
compuesto 1 (Espectro 5). Para el compuesto 3 en IR se observan dos senales
para carbonilos a 1726 y 1665 cm™, los cuales corresponden a carbonilo de éster
y amida respectivamente (Espectro 6a). En el espectro EM no se observa el i6n
molecular, debido a la inestabilidad de la molécula, el pico base del espectro es de
m/z 277 que corresponde a la perdida de 2-(dietilamino)-oxoetoxilo (Espectro 6b),
el peso del compuesto se adquiri6 por FAB obteniéndose el esperado (m/z 358
para un M*+1) (Figura 6.3). El Espectro de RMN 'H presenta las sefales
correspondientes al 2-(dietilamino)-2-oxoetilo, al metilo en posicién 1 y a los
protones aromaticos del anillo de benceno (Espectro 7).

La sintesis del compuesto 4 se realiz6 como se describe en la seccion de
parte experimental (Esquema 4.3) La metilacién del compuesto 17, el cual se
adquiri6 comercialmente, requiri6 de encontrar las condiciones propicias de
reacciébn. La presencia de agua aceleré la reacciébn al mantener en fase
homogénea las sales formadas.

La sustituciéon nucleofilica aromatica del compuesto 18 con metilamina fue
la reaccion .clave de esta ruta sintética. La busqueda de las condiciones de
reaccidbn adecuadas requiri6 de varios intentos. Se encontré que el uso de
clorhidrato de metilamina, con carbonato de potasio y glima o diglima como
disolvente no es util para llevar a cabo la reaccién; debido a problemas de
solubilidad del compuesto. La reaccién con metilamina, bajo presién, 130 °C y
etanol como disolvente dio por resultado la sustitucion del metoxilo. Las
reacciones alternas fueron formacion parcial de la N-metilamida y productos de
transesterificacion, lo cual se comprobé por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. La hidrélisis con potasa al 10 % en etanol dio por

resultado el compuesto 19 con buen rendimiento (Tabla 5.1).
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Figura 6.3. EM obtenido por FAB del compuesto 3. El M*+1 se indica con una flecha,
matriz: alcohol nitrobencilico.

La sustitucion del grupo metoxilo en el anillo aromatico por metilamina se
favorece por la presencia del grupo nitro y a la electronegatividad del oxigeno lo
cual hace al anillo aromatico deficiente en electrones. La catalisis basica entre la
metilamina que se encuentra en exceso y el ibn amonio formado favorece la
eliminacién del metoxilo por ser una base mas deébil (pKa de 15.2 para el MeOH y
de 38 para el NH3) (Figura 6.4).

La reduccion de 19 mediante hidrogenacion catalitica (Pd/C al 5%) dio por
resultado la o-fenilendiamina 20, la cual se condensé con anhidrido trifluoroacético
en glima y PPA para formar 4. Al realizar la sintesis del compuesto anterior
mediante el uso de acido trifluoroacético y acido clorhidrico diluido se obtuvo un
rendimiento muy bajo, debido en parte a que el compuesto 20 se carbonizé
parcialmente en las condiciones de reaccion utilizadas y se observaron varias
manchas por cromatografia en capa fina, por lo que se tuvo que realizar la
ciclacién bajo condiciones mas suaves (Esquema 4.3). El anhidrido trifluoroacético
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forma facilmente la trifluoroacetamida con el compuesto 20. La formacién del
bencimidazol se favorece debido a que el PPA reacciona con el agua formada. El
rendimiento global de la sintesis de este compuesto es de 40 %.

(] o H
o H\"O i NH—CH
HO cH, ¥ HO :;CH: NH,CH A 4
NO, .. 9% . CH,
18

Nz NO,

Figura 6.4. Catalisis basica en la sintesis del compuesto 19

El espectro de IR muestra bandas para carbonilo (1679 cm™), hidroxilo de
acido (2963 cm’), sefiales de C-H aromaticos (2542 cm™) y una seial
correspondiente al trifluorometilo (1142 cm ) (Espectro 8a). En EM se observa un
i6n molecular de m/z 244, el cual es el peso esperado, y una perdida de M*-17,
con lo cual se confirma la presencia del 4cido (Espectro 8b). En RMN 'H aparece
la sefal del N-metilo a 4.0 ppm, los protones aromaticos presentan el sistema
caracteristico entre 8.3 y 7.8 ppm y el protén acido a 13.1 ppm (Espectro 9). Al
irradiar el N-metilo aumenta la sefial del hidrégeno en el carbono 7, confirmando
su cercania con este sustituyente (Tabla 5.2, Espectro 10).

La sintesis de los compuestos 5 y 6 se realizé de la misma manera que la
de los compuestos 2 y 3, obteniéndose buenos rendimientos (Tabla 5.1). Para el
compuesto 5 (Espectro 11a) en IR se observa la pérdida de la sefial a 2963 cm™
presente en el espectro del compuesto 4, indicando que el hidroxilo del acido
carboxilico esta esterificado. En EM el ibn molecular es de m/z 258 y se observa la
perdida de M*-31(Espectro 11b). En RMN "H se observa la sefial para el metoxilo
a 3.9 ppm, en este espectro se observa el acoplamiento a 5 enlaces del N-metilo
con el trifluorometilo, el valor para °Jur es de 0.9 Hz (Espectro 12).

El compuesto 6 presenta en IR dos bandas para carbonilo a 1722 y 1648
cm™' que corresponden a carbonilo de éster y amida respectivamente; a 1122 cm™
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se presenta la sefial del trifluorometilo (Espectro 13a). En EM el iébn molecular es
insignificante, pero es el peso esperado (m/z 357) (Espectro 13b). En RMN 'H se
observan las sefiales del 2-(dietilamino)-2-oxoetoxilo a 1.02, 1.17, 3.28, 3.32 y
5.06 ppm; las sefales de los hidrégenos aromaticos son las usuales (Espectro 14).

Para sintetizar el compuesto 7 se formé el cloruro de acilo del compuesto 1
con cloruro de tionilo. El cloruro de acido se disolvié en piridina, los cuales forman
el acilato de piridinio que es mas reactivo que el cloruro de acilo. El acilato de
piridinio reaccioné posteriormente con metilamina para formar el compuesto 7.

Las bandas de IR para este compuesto a 3416 y 3262 cm™ indican la
presencia de un grupo amino y la banda a 1617 cm™' corresponde al carbonilo de
amida (Espectro 15a). En EM el i6n molecular es de m/z 257 y se observa la
perdida del metilamino (M*-30) (Espectro 15b). El espectro de RMN H la senal del
metilo de la amida aparece a 2.81 ppm y la sefial del amino a 8.54 ppm (Espectro
16).

Al sintetizar el compuesto 19 se observé la formaciéon parcial de la N-
metilcarboxamida (Esquema 4.3). Al realizar la reaccion de sustitucion a una
concentracion mas alta que la utilizada en la sintesis del compuesto 19 (0.9 M
contra 3.5 M), se obtuvo principalmente el compuesto 21. La reduccién por
hidrogenacion catalitica de 21 y ciclacién con anhidrido trifluoroacético en glima y
como agente deshidratante PPA dio por resultado el compuesto 8. El rendimiento
total de la sintesis de 8 fue de 51 %. La elucidacion estructural es similar a la del
compuesto 7 (Espectros 17a, 17by 18).

Trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacién han hecho el cambio
isostérico del anillo de bencimidazol por el anillo de benzoxazol. En este trabajo se
sintetizaron dos benzoxazoles (9, 10) analogos a los compuestos 2y 5.

La sintesis de 9 y 10 se realizé de la misma manera (Esquema 4.4). La
materia prima 17 6 22 fue esterificada utilizando el método de Fischer. Para 17 se
utilizé metanol, acido sulftrico y 2,2-dimetoxipropano, este ultimo para eliminar el
agua de la reaccién y desplazar el equilibrio hacia la derecha. La reaccién
procedié con buen rendimiento pero se obtuvieron impurezas obscuras que se
eliminaron con carbon activado. Para 22 se utilizd mas metanol y acido sulftrico,
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sin emplear 2,2-dimetoxipropano, obteniéndose el éster con buen rendimiento,
mas limpio y en un tiempo menor.

La reduccion del grupo nitro de 23 y 26 se realizé utilizando formiato de
amonio y Pd/C al 10 % vy la trifluoroacetilacion con anhidrido trifluoroacético. La
estructura de los compuestos 25 y 28 se establece mediante IR donde se observa
una sefial ancha correspondiente a hidroxilo a 3207-3240 cm™.

La formacion del afillo de oxazol para el compuesto 9 se realizé calentando
a reflujo en glima y como agente deshidratante se utilizé pentdxido de fésforo. Al
finalizar la reaccién no se detecté materia prima. Se obtuvo el compuesto deseado
con contaminantes de polaridad similar. La purificacion por columna dio el
producto puro, con un bajo rendimiento (38 %, Tabla 5.1). El compuesto se obtuvo
como un sélido blanco con bajo punto de fusién, debido a que hay pocas
interacciones entre las moléculas.

En IR aparecen sefiales de carbonilo a 1724 cm™ y de trifluorometilo a 1102
cm ' (Espectro 19a). El espectro de EM posee un M* de m/z 245, el cual es el
esperado, y pérdidas de M*-31 y M*-59, correspondientes a la pérdida de metoxilo
'y metoxicarbonil respectivamente (Espectro 19b). En RMN "H muestra el sistema
aromatico ABX caracteristico de toda la serie y la sefial del O-metilo a 3.86 ppm
(Espectro 20).

El compuesto 10 se ciclé mediante calentamiento del compuesto 28 en
presencia de PPA. Debido al bajo punto de fusion del compuesto fue posible
utilizar un horno Kugelrohr. La reaccion se llevé a cabo a presion reducida, de esta
manera al formarse el compuesto se evaporé y fue arrastrado. El vapor del
compuesto al pasar por los bulbos del horno, los cuales estaban refrigerados,
sublimaron obteniéndose el benzoxazol, el cual presentd impurezas y un poco de
materia prima.

Al tratar de sintetizar el compuesto 10 calentando con pentéxido de fésforo
a reflujo en glima se observé que la formacion del compuesto fue escasa.

En IR se observan bandas tipicas del compuesto (carbonilo y trifluorometilo
a 1722 y 1172 cm™) (Espectro 21a). En EM se aprecia un M* de m/z 245 y
perdidas de M*-31 (Espectro 21b). En RMN 'H se observan las sefiales esperadas
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(Espectro 22).

6.2. Actividad giardicida

Los compuestos 3, 4, 6-10 son giardicidas (Figura 5.1, Tabla 5.3).

Al comparar la actividad de 1 (Tabla 5.3) con BRR-A (Tabla 1.2) se observa
que el derivado N-metilado sélo es ligeramente mas potente (1.1 veces) mientras
que el derivado 4 (Tabla 5.3) , que guarda una relacién 1,6 entre el metilo y el
acido, es 9.1 veces mas potente que BRR-A y 4 es 8.4 veces mas activo que 1.
De lo anterior se deduce que los derivados N-metilados son mas potentes que el
compuesto BRR-A y que los compuestos con relacion entre el N-metilo y el grupo
del anillo de benceno 1,6 son mas potentes que los 1,5 para estos compuestos.

Los ésteres metilicos 2 y 5 no fueron mejores que BRR-A. De hecho, el
compuesto 8 fue el compuesto menos eficaz de la serie. En este par de
compuestos, el que posee la relacion 1,5 es mas efectivo que el 1,6. Por otro lado,
los derivados N-metilados fueron menos potentes que el compuesto 1H-
bencimidazélico (Compuesto X, Tabla 1.2).

Los ésteres de 2-dietilamino-2-oxoetilo (3 y 6) muestran un comportamiento
interesante frente a este parasito. El derivado 3 es 3.6 veces mas potente que el
derivado 6. El compuesto con relacion 1,5 es mas eficaz y ambos son mas
potentes que su derivado 1H-bencimidazélico (Compuesto Xl, Tabla 1.2).

La N-metilamida 8 es 2 veces mas potente que el derivado 7 y el
compuesto 10 es 3 veces mas potente que el derivado 9.

Con los resultados obtenidos se apoya el concepto de que los
bencimidazoles N-metilados son mas potentes contra G. intestinalis que los
analogos 1H-bencimidazoélicos y que los compuestos con relacion 1,6 entre el
grupo N-metilo y el sustituyente del anillo de benceno son mas activos que los
compuestos con relaciéon 1,5; inclusive para los derivados benzoxazélicos (Tabla
5.3, Figura 5.1).

Una excepcién a lo anterior fueron los compuestos 2, 3 § y 6 donde se
observé lo contrario en cuanto a la isomeria y la actividad. Para los compuestos 3
y 6, la diferencia entre estos compuestos con los demas bencimidazoles es el
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tamano del sustituyente del anillo de benceno y la presencia de dos grupos
carbonilos. No se puede afirmar con los compuestos sintetizados en este trabajo
cual de las diferencias estructurales mencionadas es la mas importante.

Para los compuestos 2 y 5 el compuesto con relacion 1,5 es mas activo.
Posiblemente la presencia de un grupo éster es un factor importante para que los
isobmeros 1,5 sean mas potentes. Es necesario realizar mas estudios para definir
la importancia de los sustituyentes del anillo de benceno y la actividad entre
isémeros N-metilados.

La sintesis de compuestos benzoxaz6licos, donde se realiza el reemplazo
isostérico del anillo bencimidazoélico, ha dado por resultado compuestos con poca
potencia contra G. intestinalis. Sélo algunos benzoxazoles poseen actividad contra
G. intestinalis; por ejemplo, el 2-metiltiobenzoxazol posee un Clso de 0.82 uM y el
2-etoxibenzoxazol una Clsq de 0.68 pM. El 2-(trifluorometil)benzoxazol posee una
Clso de 3.68 M.

Los compuestos 9 y 10 son 6.77 y 20.33 mas potentes que el metronidazol
respectivamente, siendo el compuesto 10 el benzoxazol mas potente de todos los
sintetizados hasta el momento, lo que abre una nueva posibilidad en la sintesis de
nuevos compuestos contra G. intestinalis.

Los derivados 9 y 10 son los primeros benzoxazoles sintetizados en nuestro
grupo de trabajo que presentan un grupo carbonilo en posicién 5 6 6, lo cual indica
que este grupo puede ser importante en este tipo de compuestos para la actividad
giardicida.

La influencia de la isomeria en los derivados benzoxazdlicos puede indicar
que el mecanismo de accién de estos compuestos es similar al de los derivados
bencimidazdlicos.

Todos los compuestos sintetizados son menos activos que el albendazol
(Figura 5.1). Sin embargo, los compuestos sintetizados son mas solubles en agua
que el albendazol. Aunque la determinacién experimental de la solubilidad no se
realizo, fue posible elaborar soluciones 100 uM de estos compuestos en solucién
de Hank mientras que con el albendazol no se logro.

La solubilidad en agua hace posible obtener concentraciones mas altas de
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estos compuestos en el lumen intestinal y ejercer un mayor efecto contra el

parasito.
6.3. Permeabilidad

El interés de este trabajo es obtener compuestos con afinidad por la P-gp.
De esta manera el bencimidazol permanece en el intestino delgado por mas
tiempo actuando contra G. intestinalis y de esta manera disminuir la posologia de
los compuestos, lo cual tiene como consecuencia que el paciente siga el
tratamiento adecuadamente y que éste tenga un costo menor.

Se ha establecido que un compuesto que es sustrato de la P-gp posee por
lo menos dos atomos aceptores de puentes de hidrégeno separados por una
distancia intramolecular especifica (Seelig, 1998).

Por otro lado, se observé que el sulfoxido de albendazol esta sujeto a un
proceso de reflujo activo a través del intestino de rata, mientras que el albendazol
no (Redondo y col, 1999). La presencia del sulféxido fue suficiente para que el
metabolito del albendazol posea reflujo, por esta razén los compuestos
sintetizados poseen un grupo carbonilo en posicién 5 6 6.

Los compuestos cuya Papp se evalué son estructuralmente similares
(Figura 4.1). La distancia intermolecular entre el grupo carbonilo y los nitrégenos
del anillo de imidazol se estimé con el programa ACD/3D version 4.52. Los
compuestos 1, 4, 7 y BRR-A muestran distancias intermoleculares que
corresponden a un patron de reconocimiento de la P-gp tipo 2 (Figura 1.6), con
valores entre 5.27 y 5.28 A entre el grupo carbonilo y el nitrégeno en posicién 1
(para 1, 7y BRR-A) 6 3 (para 4) del imidazol.

La Papp de los compuestos se determiné utilizando la linea celular Caco-2
utilizando como medio de transporte solucion de Hank a pH 6.0. Con lo anterior se
asegura que el acido carboxilico se encuentre principalmente protonado. Por otro
lado, este valor de pH refleja mejor las condiciones fisiolégicas del tracto

gastrointestinal.
Durante el experimento se mantuvieron condiciones “sink”, de esta manera
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se evita que el compuesto del lado receptor regrese al lado donador. Las
condiciones “sink” se obtienen cambiando el medio del lado receptor antes de que
pase el 10 % del farmaco del lado donador (Figura 5.2).

Los valores de TEER obtenidos estan en el rango de 126 a 182 Q cm?
(promedio 146 Q cm?), los cuales son valores bajos de TEER; sin embargo, estan
dentro de lo reportado (Tukker, 2000). Una prueba definitiva de la integridad de las
monocapas fue el valor obtenido con el marcador LY que se encuentra en el rango
de 0.8 a 7.9X107 cm seg", lo cual indica que las monocapas son uniformes. Por lo
tanto, en este estudio el uso de marcadores hidrofilicos fue mas util para
determinar la integridad de las monocapas que los valores de TEER.

Los valores de Papp obtenidos para el compuesto BRR-A predicen que
este compuesto se absorbera pobremente in vivo, los compuestos 1, 4 y ABZ se
absorberan moderadamente y el compuesto 7 se absorbera adecuadamente
(Tabla 5.6).

Comparando los valores de Papp de los compuestos 1, 4, 7 y BRR-A se
observa que la metilacion en la posicion 1 aumenta la permeabilidad y la
sustitucion del grupo acido por un grupo amida genera compuestos que se
absorben bien. El compuesto BRR-A es un compuesto pequefio y polar por lo que
cabe la posibilidad de que se absorba principalmente por via paracelular. Al
aumentar el volumen de la molécula aumenta su permeabilidad. Para los acidos
(1, 4 y BRR-A) al aumentar el logP aumenta la permeabilidad, Sin embargo, para
el compuesto 7, el compuesto que tiene una Papp mayor, el logP es menor que en
todas las moléculas probadas (Tabla 5.6), lo cual indica que el grupo acido no es
favorable en la permeabilidad.

Considerando estos resultados, es posible que los compuestos 2 y 5 se
absorban mejor que 1, 4 e inclusive 7, debido a que el grupo amida posee
momento dipolo que aumenta la polaridad de este tipo de compuestos, fenémeno
qgue no se presenta en los ésteres.

El valor de Papp tanto AB como BA del compuesto ABZ fue diferente a otra
determinacién utilizando la misma cepa de la linea celular Caco-2. (Morales-

Hurtado R., 2000). En el trabajo anterior se obtuvieron valores de Papp del orden
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de 10”° y en este estudio el valor fue del orden de 10®. La unica diferencia en las
condiciones del experimento fue el pH, lo que indica que la Papp de ABZ es
dependiente de pH y probablemente también su absorcién in vivo.

La eleccién de los compuestos a medir la Papp fue anterior a conocer la
actividad giardicida, por lo que hubiera sido mas interesante conocer la Papp del
compuesto 10.

Todos los compuestos fueron absorbidos por procesos pasivos pues la
relacion BA/AB en ningun caso fue mayor a 3 (Tabla 5.6). Estos compuestos por
ser acidos monocarboxilicos pueden ser sustratos para el transportador de acidos
monocarboxilicos (MCT1), el cual transporta acidos pequenos protonados como el
acido acético, salicilico y benzoico. Sin embargo los compuestos se absorben del
lado apical al basal pasivamente.

Por otro lado, las células Caco-2 permiten observar la influencia de los
sistemas de reflujo, principalmente la P-gp. La relacion BA/AB en ningln caso fue
mayor a 3 (Tabla 5.6), por lo que no son sustratos de P-gp u otro sistema de
reflujo localizado en la parte apical de la célula (Morales-Hurtado, 2000). Como se
mencioné estos poseen patrones estructurales que indican la posibilidad de estos
compuestos de ser sustratos de la P-gp. La presencia de solo dos atomos
aceptores de hidrégeno con una distancia adecuada no es suficiente para que los
compuestos se unan a la P-gp y si lo hacen la unién es débil y no se realiza el
transporte.

Los compuestos sintetizados en este trabajo poseen actividad giardicida,
sin embargo no fueron sustratos de la P-gp. Hasta el momento los compuestos
bencimidazoélicos que han sido sustrato de la P-gp tienen en posicién 2 un grupo
2-metoxicarbonilamino (Nare y cols., 1994) indicando la necesidad de este grupo
en la afinidad por el transportador. Sin embargo, el grupo 2-metoxicarbonilamino

hace que los compuestos sean menos solubles en agua.
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7. Conclusiones

e Se obtuvieron los compuestos 1-10 con rendimientos aceptables.

e Los compuestos fueron activos contra G. intestinalis, la mayoria mas que el
metronidazol, siendo el compuesto 10 el mas activo de la serie.

e Los compuestos con relacién 1,6 entre el grupo N-metilo y el grupo
carbonilo son mas activos que sus isémeros con relacion 1,5, excepto para
los compuestos 2, 3, 5y 6.

e Los compuestos 1, 4, 7, BRR-A y ABZ se absorben por difusion pasiva.

e Los compuestos 1, 4, 7, BRR-A y ABZ no son sustratos de sistemas de
reflujo.

e Segun el valor de Papp se puede decir que: el compuesto BRR-A se
absorbe pobremente, los compuestos 1 y 4 se absorben poco o
moderadamente y el compuesto 7 se absorbe bien.

e Para los compuestos 1, 4, 7 y BRR-A, la N-metilacién en la posicion 1
aumenta la permeabilidad y la sustituciéon del grupo acido por un grupo

amida genera compuestos que se absorben adecuadamente.

Con lo anterior se puede descartar la hipétesis planteada.
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Apéndice 1. Parte quimica

Las reducciones por hidrogenacion catalitica se llevaron a cabo en un
hidrogenador Parr modelo 3916 EG. Las reacciones de sustitucién aromatica se
realizaron en un reactor Parr de 300 mL serie 4561 con controlador Parr serie
4842. Para realizar la sintesis del compuesto 10 se utilizd un horno de vidrio
Kugelrohr Biichi modelo B-580. El punto de fusiéon se determiné en capilares en un
aparato Biichi B-540. Los disolventes se evaporaron en un rotavapor marca Biichi
modelo R-114 acoplado a una bomba de vacio marca GAST modelo 0523-V4F y a
un refrigerante de inmersion VWR Scientific modelo 1107. La cromatografia de
capa fina analitica fue llevada a cabo en placas de vidrio recubiertas con gel de
silice de 0.25 mm de espesor GF-254 (Merck) y la cromatografia en columna se
realizé con gel de silice 60 (Merck) con tamafio de particula de 0.063-0.2000 mm y
malla ASTM 70-230.

A.1.1. Obtencioén de los compuestos 1,2,3y 7

A.1.1.1. Sintesis de acido 4-acetamidobenzoico (12). En un matraz bola de 500
mL con una boca, adaptado con embudo de adicién y trampa de humedad, se
disolvieron 15 g (0.109 moles) de acido p-aminobenzoico (11) en 150 mL de
acetona. Se colocé un bafio de hielo y adicion6 lentamente 17.87 g (16.5 mL, 0.12
moles, 1.6 eqs.) de anhidrido acético. Después de algunos minutos de finalizada la
adicion se observo la precipitacion de un sélido color blanco. La mezcla de
reaccion se agité por una hora mas y el sélido obtenido se separé por filtracion al
vacio, la acetona se evapord obteniéndose de esta manera mas sdlido. Los
solidos se reunieron y mezclaron con 15 mL de benceno, se filtré la mezcla al
vacio, se lavo el sélido con benceno frio y secé al aire. Se obtuvieron 18.61 g de
un polvo blanco (95%). Punto de fusién. 2569-262 °C, Ry. 0.4 (CHCI3, MeOH 80:20).
Recristalizar el producto de etanol-agua no mejora el punto de fusion.

A.1.1.2. Sintesis de acido 4-acetamido-3-nitrobenzoico (13). En un vaso de
precipitados, acondicionado con termometro, agitacion magnética, bafo de hielo-
agua y embudo de adicion, se vertieron 20 mL de H;SO, y se disolvieron

lentamente 5 g (0.022 moles) de acido 4-acetamidobenzoico (12). Por otro lado se
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preparé una mezcla de 7.75 g (5.54 mL, 0.123mmoles, 4.4 eqs.) de HNO; y
10.153 g (5.6 mL, 0.1036 moles) de H.SO4 previamente enfriados en bafio de
hielo-sal. La mezcla sulfonitrica se adicion6 lentamente a la solucién del acido
cuidando que la temperatura no sobrepasara los 10 °C. Al finalizar la adicién, la
mezcla se agité durante 1 hora entre 5 y 7 °C y verti6é sobre 80 g de hielo picado.
Se observo la solidificacion del producto al agitar, el producto obtenido se separé
por filtracion al vacio y lavo tres veces con 100 mL de agua fria.

El sélido se secd al vacio obteniéndose 5.03 g (80.2%) de un polvo

amarillo, se recristalizd una pequefia porcion de metanol-agua obteniéndose
cristales finos de color amarillo. Punto de fusion 217.6-221.6 °C, Ry 0.55 (CHCIs-
MeOH 90:10).
A.1.1.3. Sintesis de acido 4-(metilamino)-3-nitrobenzoico (15). En un matraz
tapler de 125 mL con tres bocas, adaptado con termémetro, agitacion magnética y
embudo de adicién, se colocaron 5 g (0.022 moles) de acido 4-acetamido-3-
nitrobenzoico (13) y suspendieron en 8 mL de acetona. Se adicionaron 1.355 g
(0.0242 moles, 1.1 egs.) de KOH al 25 % y 2.77 g (2.1 mL, 0.022 moles, 1 eq) de
sulfato de dimetilo. Se agit6é vigorosamente por 1 hora a temperatura ambiente.

Pasado este tiempo, la mezcla de reaccion se calent6 a 32 °C y se
adicionaron 7.4 g (6 mL, 0.063 moles, 3 egs.) de sulfato de dimetilo y la mezcla se
agité 5 minutos mas. Aparte se preparé una disolucion de 3.53 g (0.063 moles, 3
egs.) de KOH en 3.5 mL de agua. La solucién de potasa se adicioné lentamente a
la suspension a razén de una gota cada 5-7 min cuidando que la temperatura de la
reaccion no superara los 34 °C. Al finalizar la adicién de la potasa se continué
agitando la solucién por media hora mas.

Al concluir la reaccién la mezcla fue de color naranja y se vertié sobre 40
mL de agua-hielo. Se observé un compuesto liquido en el fondo, el cual se colocé
en un embudo de separacion y lavé con agua hasta que se torné amarillo claro.
Las aguas de lavado se extrajeron con CH2Cl,. Se evapor6 el cloruro de metileno,
se reunieron las fracciones y secaron con Na;SO4 anhidro obteniéndose 5.0 g
(94.4 %) de un liquido amarillo claro, Ry 0.09 (CHCI;:MeOH 99.5:0.5), el cual se

sometié a hidrolisis basica sin mas purificacion.
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La hidrélisis se realizo de la siguiente manera: En un vaso de precipitados

de 200 mL, adaptado con bafio de agua, termémetro y agitacion magnética, se
colocaron 10 g (0.039 moles) de 3-nitro-4-(acetil(metil)amino) benzoato de metilo
(7) y se suspendieron en 30 mL de metanol. Se agregaron 5.55 g (0.139 moles,
3.5 eqgs.) de NaOH al 50% y se agitdé la mezcla durante 15 horas a 30 °C. La
mezcla se acidifico hasta pH 6 y el solido formado se separ6 por filtracion. El
producto se recristalizé de etanol obteniéndose 7.58 g (97.8 %, rendimiento total
92 %) de cristales amarillos. Punto de fusién 307-307.2 °C, Ry 0.52 (CHCI;-MeOH
99.5:0.5).
A.1.1.4. Sintesis de acido 3-amino-4-(metilamino)benzoico (16). En un matraz
bola de 200 mL con 2 bocas, adaptado con trampa de nitrégeno, septo y agitacion
magnética, se suspendieron 6 g (0.030 moles) de acido 4-(metilamino)-3-
nitrobenzoico (15) en 30 mL de metanol. Se agregaron 0.6 g de Pd/C al 10% y se
saturd la atmésfera de nitrogeno. Se disolvieron 5 g (0.153 moles, 5 eqgs.) de
formiato de amonio en 40 mL de metanol caliente. La disolucién de formiato de
amonio se inyecté lentamente por el septo, la reaccion es efervescente y
exotérmica por lo que se purgd el matraz cuando fue necesario. Al finalizar la
adicion, la reaccion se agité por 15 minutos mas. Se filtré el metanol sobre celita.

La celita se lavd con metanol y el metanol se concentrd en el rotavapor. Se

obtuvo un sélido color rojizo, el cual se suspendié en 10 mL de agua y separ6 por
filtracion. El producto se sec6 al aire. Se obtuvieron 3.81 g (75 %) de un sélido
rojizo el cual sin mas purificacién se utilizoé en la siguiente reaccion.
A.1.1.5. Sintesis de acido 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-5-bencimidazol-
carboxilico (1). En un matraz de 200 mL con una boca, con condensador en
posicion de reflujo, trampa de nitrégeno y agitacion magnética, se colocaron 3.4 g
(0.02 moles) de acido 3-amino-4-(metilamino)benzoico (16), 3.5 g (2.3 mL, 0.031
moles, 1.5 eqgs.) de acido trifluoroacético, 15 mL de acido clorhidrico concentrado y
8 mL de agua. Se cre6 una atmodsfera de nitrégeno y calentd a reflujo por 24
horas.

La mezcla de reaccion se enfrié y el solido formado se separ6 por filtracion

al vacio. El filtrado se neutralizd y extrajo con acetato de etilo. El sélido que se
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obtuvo de la reacciéon se disolvié en acetato de etilo. Todas las fracciones de
acetato de etilo se reunieron y pasaron a través de una capa de alumina.

Se evapor6 el acetato de etilo para obtener un sélido café el cual se

decoloré con carbén activado. Se obtuvo un sélido color crema que se repulpé en
benceno para obtener un sélido blanco que se recristalizé6 de nitrometano. Se
obtuvieron 2.99 (60%) g de un polvo blanco con punto de fusion de 252.4-254.3
°C, Rt 0.53 (CHCI3-MeOH 90:10).
A.1.1.6. Sintesis de 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxilato de
metilo (2). En un matraz de 25mL con boca, acondicionado con agitacion
magneética, se disolvieron 0.5 g (0.002 moles) de acido 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-
5-bencimidazolcarboxilico (1) en 4 mL de dimetilformamida. Se agregdé una
suspension de 0.36 g (0.0044 moles, 2.2 eqs.) de NaHCO3 en 1 mL de agua y
cuando ceso el desprendimiento de CO; se agregaron 0.283 g (0.21 mL, 0.283 g,
1.1 egs.) de sulfato de dimetilo. La mezcla de reaccién se agité por una hora.
Transcurrido este tiempo, el contenido del matraz se vertié6 sobre 30 mL de agua
fria.

El sélido formado se separd por filtracion al vacio y secé al aire. El producto

se recristalizé de dimetilformamida-agua obteniéndose 0.438 g (82.9 %) de
cristales de color blanco. Punto de fusién 121.9-122.2 °C, Ry 0.4 (Hexano-Acetato
de etilo 70:30).
A.1.1.7. Sintesis de 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxilato de
2-(dietilamino)-2-oxoetilo (3). En un matraz de 50 mL con una boca, adaptado
con agitacion magnética y trampa de humedad, se disolvieron 1.5 g (0.0061
moles) de acido 1-metil-2-(triflucrometil)-1H-5-bencimidazolcarboxilico (1) en 10
mL de dimetilformamida R.A. y 1.37 g (0.0135 moles, 2.2 eqgs.) de trietilamina. Se
agregaron 0.1 g (0.00061 moles, 0.1 eqgs.) de yoduro de potasio y 0.99 g (910 pL,
0.0067 moles, 1.1 egs.) de 2-cloro-N,N-dietilacetamida.

El matraz se protegié de la luz y la mezcla de reacciéon se agité por 24
horas. Al finalizar la reaccion, se preparé una solucion diluida de NaHCO3 en agua
y la mezcla de reaccion se vertié sobre ésta con agitacion vigorosa. Se observa la

formacion de un sélido que se separd por filtracion al vacio. El producto se
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recristalizé de acetonitrilo-agua obteniéndose 1.661 g (76%) de hojuelas blancas.
Punto de fusion 97-97.9 °C, Ry 0.39 (CHCI3-MeOH 90:10).

A.1.1.8. Sintesis de N, 1-dimetil-2-(trifluorometil)-1H-5-bencimidazol-
carboxamida (7). En un matraz de 100 mL con una boca, adaptado con agitacion
magnética, trampa de humedad, condensador en posicion de reflujo, bafio de
agua y trampa de absorcién de gases, se agregaron 1.5 g (0.0061 moles) de acido
1-metil-2-(trifluorometil)-1H-5-bencimidazolcarboxilico (1) y 5 mL de cloruro de
tionilo. La mezcla se calent6 a reflujo hasta que cesé la liberacion de gases. El
excedente de cloruro de tionilo se destilé y se adicionaron 20 mL de benceno, los
cuales se destilaron casi a sequedad.

Se adicionaron 13 mL de piridina fria y se agité hasta la disoluciéon del
cloruro de acido. Se enfrié la disolucion en un bafo de agua hielo y se agregaron
0.913 g (0.0135 moles. 2.2 eqgs.) de clorhidrato de metilamina y 2 mL de
trietilamina. La mezcla se agit6 por una hora.

Después de este tiempo, la reaccion procedié en su totalidad. La mezcla de
reaccion se verti6 sobre 50 mL de HCI 3 N y agité vigorosamente, el solido
formado se separ6 por filtracion, lavé con agua carbonatada y por ultimo con agua
hasta pH neutro.

Se obtuvieron 1.3 g (82 %) de un polvo blanco, el cual se recristalizé de
metanol-agua para obtener 1.196 g (75.4 %) de cristales color blanco. Punto de
fusion 177.1-178.1 °C, R¢ 0.35 (CHCIl3-MeOH 90:10).

A.1.2. Obtencion de los compuestos 4,5,6y 8

A.1.2.1. Sintesis de 3-metoxi-4-nitrobenzoato de metilo (18). En un matraz de
250 mL con dos bocas, adaptado con embudo de adicién, condensador en
posicion de reflujo, agitacion magnética y canastilla de calentamiento, se
colocaron 5 g (0.027 moles) del acido 3-hidroxi-4-nitrobenzoico (17) disueltos en
50 mL de acetona. Se agreg6 una solucion de 2.38 g (0.059 moles, 2.2 egs.) de
NaOH en 25 mL de agua con agitacion vigorosa, se observo la formacion de una
sal de color rojo. Por medio del embudo de adicion se agregd lentamente 10.22 g

68



(7.6 mL, 0.081 moles, 3 eqgs.) de sulfato de dimetilo, con agitacién vigorosa.
Después de finalizar la adicién, se agit6é por media hora mas a temperatura
ambiente. Para completar la metilacion se agregaron 5 g (0.047 moles, 1.7 egs.)
de Na;COj3 y se calento a reflujo por dos horas o hasta que la reaccién se torné de
color amarillo palido y el pH aln fuera basico. La mezcla de reaccion se vertio
sobre 100 g de hielo picado, se agité hasta que el liquido del fondo solidifico y se
verifico que el pH del agua fuera basico. El sélido obtenido se separé por filtracion
y lavé con agua hasta pH neutro.

Se obtuvieron 5.175 g (89.7%) de un sélido amarillo paja el cual se

recristalizé de etanol-agua para obtener 5.04 g de cristales amarillo paja (87.5%).
Punto de fusién 91.4-92.8 °C, Ry 0.63 (CHCls-acetona-éter de petréleo-acido
acético 10:6:15:0.6).
A.1.2.2. Sintesis de acido 3-(metilamino)-4-nitrobenzoico (19). En un reactor
Parr de 300 mL se colocaron 14 g (0.066 mmoles) de 3-metoxi-4-nitrobenzoato de
metilo (18) y se suspendieron en 200 mL de etanol. Se agregaron 74.2 mL de
metilamina al 33% en etanol (0.265 moles, 4 egs.). El reactor se cerrd
herméticamente y la presion interna se aumentdé con nitrégeno a
aproximadamente 160 Ib/in®.

Se calenté la reaccion durante 5.5 horas a 130 °C. Al finalizar, la mezcla de
reaccion se colocé en un matraz con 1 boca de 500 mL y se evaporod el disolvente.
Se agregaron 250 mL de una solucién de KOH al 10 % en etanol y se calenté a
reflujo durante 5 horas. Al concluir el reflujo se evaporé la mayor parte del
disolvente y remplazé con agua.

La disolucion que contenia al compuesto se acidificé hasta pH 6 con acido
sulfurico al 20 % y el precipitado formado se separ6 por filtracion. El sélido se lavo
con agua. El material resinoso que contenia el producto se eliminé calentando
ligeramente con carbén activado en etanol.

El carbon activado se separo filtrando sobre celita. El etanol que contenia el
compuesto se evapord al vacio. El producto se recristalizd de etanol-agua. Se
obtuvieron 10.07 g (77.5 %) de un sélido naranja con punto de fusion de 269.9-
271.0 °C (con descomposicion), Ry 0.5 (CHCI3-MeOH 90:10).
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A.1.2.3. Sintesis de acido 4-amino-3-(metilamino)benzoico (20). En un matraz
de hidrogenacién de 300 mL se colocaron 5.6 g (0.028 moles) de acido 3-
(metilamino)-4-nitrobenzoico (19) y 0.5 g de Pd/C al 5 %. Los sélidos se
suspendieron en 100 mL de metanol absoluto y se burbujedé nitrégeno para
eliminar el aire presente en el matraz.

Se adaptd el matraz a un aparato de hidrogenaciéon Parr y se saturd la

atmosfera del matraz con hidrégeno. Se consumieron 108.5 Ib/in? de hidrégeno en
30 min. La mezcla de reaccion se filtro al vacio sobre celita lavando esta ultima
con 4 porciones de 10 mL de metanol. Se concentr6 el disolvente y se obtuvieron
4.5 g (97 %) de un sdélido color rojizo, presentd una sola mancha en cromatografia
en capa fina, sin mas purificacion se utilizé en la siguiente reaccion.
A.1.2.4. Sintesis del acido 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-6-bencimidazol-
carboxilico (4). En un matraz de 200 mL con una boca, adaptado con agitacién
magnética, bafo de agua, trampa de nitrégeno y condensador en posicion de
refluyjo, se colocaron 4.19 g (0.0252 moles) de acido 4-amino-3-
(metilamino)benzoico (20), 20 mL de glima, 3 g de PPA 'y 7.95 g (5.4 mL, 0.0379
moles, 1.5 eqgs.) de anhidrido trifluoroacético.

La mezcla se calenté a 80 °C. Después de 12 horas, la reacciéon procedié
en su totalidad. Se adicionaron 40 mL de agua y el pH de la reaccién se aumenté
a 5-6 con una solucion saturada de Na,CO;. El sélido formado se separ6 por
filtracion, las aguas madres se extrajeron con acetato de etilo el cual se evaporo
para obtener otra fraccién de sélido. Los sélidos obtenidos, de color purpura, se
reunieron y disolvieron en metanol, posteriormente se decoloraron con carbén
activado.

Después de decolorar y evaporar el disolvente se obtuvo un sélido color
rosaceo que se disolvid en acetato de etilo. EI compuesto disuelto en acetato de
etilo se pas6 por una columna de alumina, al evaporar el disolvente se obtuvieron
5.3 g de un sdlido color café claro, que presentaba varias impurezas. El sdlido se
recristalizé de isobutanol para obtener 3.72 g (61 %) de un polvo color blanco
amarillento que presento una mancha en cromatografia en capa fina. Punto de
fusiéon 270.1-272.7 °C, Ry 0.53 (CHCI3-MeOH 90:10).
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A.1.2.5. Sintesis de 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-6-bencimidazolcarboxilato de
metilo (5). Se procedi6 igual que en la sintesis de 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-5-
bencimidazolcarboxilato de metilo (2) (Seccion A.1.1.6.), pero utilizando como
materia prima el acido 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-6-bencimidazolcarboxilico (4).
El sdlido obtenido se recristalizé de dimetilformamida-agua para obtener 0.445 g
(84.2 %) de un sdlido blanco amarillento. Punto de fusién 107.1-107.5 °C, R; 0.4
(Hexano-Acetato de etilo 70:30).

A.1.2.6. Sintesis de 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-6-bencimidazolcarboxilato de
2-(dietilamino)-2-oxoetilo (6). En un matraz de 25 mL con una boca, adaptado
con agitacion magnética y trampa de humedad, se disolvieron 1.5 g (0.0061
moles) de acido 1-metil-2-(trifluorometil)-1H-6-bencimidazolcarboxilico (4) en 8 mL
de dimetilformamida y 0.684 g (0.95 mL, 0.01353 moles, 2.2 eqs.) de trietilamina.

Se agregaron 0.99 g (910 pL, 0.0068 moles, 1.1 egs.) de 2-cloro-N,N-
dietilacetamida y 0.1 g (0.00061 moles, 0.1 egs.) de yoduro de potasio. La mezcla
de reaccion se agité por 4 horas a temperatura ambiente, después de éste tiempo
no se detecté materia prima.

La mezcla de reaccién se vertié sobre 50 mL de hielo picado y se formé un

solido rosaceo. El producto obtenido se recristalizé de dimetilformamida-agua. Se
obtuvieron 1.82 g (83 %) de un polvo blanco. Punto de fusién 115.7-116.0 °C, R¢
0.62 (CHCI3-MeOH 90:10).
A.1.2.7. Sintesis de N-metil-3-(metilamino)-4-nitrobenzamida (21). En un
reactor Parr de 300 mL se colocaron 5§ g (0.023 moles) de 3-metoxi-4-
nitrobenzoato de metilo (18), 26.15 mL de metilamina al 33 % en etanol (0.095
moles, 4 eqgs.) y 4 mL de etanol. El reactor se cerré6 herméticamente y la presion
interna se aumenté a 160 Ib/in? con nitrégeno.

La mezcla se calenté a 130 °C por 6.5 horas. Después de este tiempo no se
detecté materia prima. Se dejé enfriar el reactor durante la noche y se observo la
formacion de cristales color naranja.

Los cristales se rasparon y separaron por filtracion, el solido se lavo con
agua y seco al vacio. Se obtuvieron 4.2 g (84 %) de cristales color naranja que

presentan una sola mancha por cromatografia en capa fina. Punto de fusion
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192.2-193.7 'C, Ry 0.33 (CHCIl-MeOH 99:1).

A.1.2.8. Sintesis de N,1-dimetil-2-(trifluorometil)-1H-6-bencimidazolcarbo-
xamida (8). En un matraz de hidrogenacion de 300 mL se colocaron 2.5 g (0.012
moles) de N-metil-3-(metilamino)-4-nitrobenzoico (21) y 0.2 g de Pd/C al 5 %. Los
sélidos se suspendieron en 50 mL de metanol absoluto y se burbujed nitrégeno
para eliminar el aire presente en el matraz.

Se adapté el matraz a un aparato de hidrogenacién Parr y se saturd la
atmosfera del matraz con hidrégeno. Se consumieron 31 Ib/in? de hidrégeno en 25
min. La mezcla de reaccion se filtro al vacio sobre celita lavando esta Gltima con 5
porciones de 5 mL de metanol. Se concentro el disolvente y se obtuvieron 2.1317
g (99.5 %) de un sdélido color rojizo, presenté una sola mancha en cromatografia
en capa fina, obteniéndose la N-metil-4-amino-3-(metilamino)benzamida .

En un matraz bola de 100 mL con una boca, adaptado con condensador en
posicion de reflujo, agitacion magnética, canastilla de calentamiento y trampa de
nitrogeno, se disolvieron 2.13 g (0.0119 moles) de N-metil-4-amino-3-
(metilamino)benzamida en 5 mL de glima, se afadieron 2 g de PPAy 3.69 g (2.4
mL, 0.0176 moles, 1.5 egs.) de anhidrido trifluoroacético y calenté a 80 °C durante
dos horas.

Al finalizar la reaccion, se adicionaron 50 mL de agua y se aumenté el pH
de la mezcla a 5-6 con una solucion saturada de Na,COs;. El sélido obtenido, de
color violeta, se filtr6 al vacio y disolvi6 en metanol. El sélido se decoloré con
carbon activado, se concentré el disolvente y se obtuvo un sélido color café. Este
Gltimo se disolvié en acetato de etilo y se hizo pasar por una cama de alumina. El
acetato de etilo se lavé con agua carbonatada y seco con sulfato de sodio anhidro.
Se evapor¢ el disolvente y se obtuvo un sélido amarillento.

El solido se recristalizd de acetato de etilo obteniéndose 2.08 g (69.17 %)
de agujas de color blanco. Punto de fusion 218.0-218.8 °C, Ry 0.35 (CHCI3-MeOH

90:10).



A.1.3. Obtencion de 2-(trifluorometil)-1,3-5-benzoxazolcarboxilato de metilo
(9)

A.1.3.1. Sintesis de 4-hidroxi-3-nitrobenzoato de metilo (23).En un matraz de
100 mL con una boca, adaptado con refrigerante en posicion de reflujo, canastilla
de calentamiento y trampa de humedad, se colocaron 5 g (0.027 moles) de acido
4-hidroxi-3-nitrobenzoico (22), 25 mL de metanol R. A., 0.5 mL de H,SO4y 562 g
(6.6 mL, 0.054 moles, 2 egs.) de 2,2-dimetoxipropano. La mezcla de reaccion se
calent6 a reflujo por 5 horas.

La mezcla de reaccion se vertio sobre agua fria y el polvo formado, de color

verde oscuro, se separd por filtracion al vacio. El sélido se disolvié en etanol y
decoloré con carbén activado. Se evaporé el disolvente y el solido se recristalizo
de metanol-agua obteniéndose 4.95 g (93 %) de cristales color verde. Punto de
fusion 74.3-75.1 °C, Rf 0.57 (CHCls-acetona-éter de petroleo-acido acético
10:6:15:0.6).
A.1.3.2. Sintesis de 3-amino-4-hidroxibenzoato de metilo (24). En un matraz
tapler de 50 mL con tres bocas adaptado con septo, tapén de rosca y trampa de
nitrégeno, se colocd 1 g (5.07 mmoles) de 4-hidroxi-3-nitrobenzoato de metilo (23)
y 0.1 g de Pd/C al 10 %, se agregaron 15 mL de metanol para formar una
suspension homogénea. El aire se purgd creandose una atmoésfera de nitrégeno.
Se disolvieron 1.6 g (25 mmoles, 5 egs.) de formiato de amonio en 10 mL de
metanol caliente y la disolucién se agregé lentamente a la reaccion evitando que la
presion dentro del matraz aumentara demasiado, lo cual se logré purgando con el
tapén de rosca.

Al finalizar la adicion, la mezcla se agitdé por 10 minutos y el catalizador se
separ¢ filtrando sobre celita. El disolvente se evaporé y el sélido obtenido se
disolvié en 30 mL de acetato de etilo, se lavé con 3 mL de agua y secd con sulfato
de sodio anhidro. El disolvente se evaporé y se obtuvieron 0.83 g (97 %) de un
polvo color café, el cual sin mas purificacion se sometio a la siguiente reaccion.
A.1.3.3. Sintesis de 4-hidroxi-3-[(trifluoroacetillamino] benzoato de metilo
(25). En un matraz de 25 mL con una boca, adaptado con condensador en
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posicion de reflujo, agitacion magnética y trampa de humedad, se suspendieron
0.83 g (4.97 mmoles) de 4-hidroxi-3-aminobenzoato de metilo (24) en cloruro de
metileno y se agregaron 1.14 g (0.8 mL, 5.46 mmoles, 1.1 egs.) de anhidrido
trifluoroacético. Se agitdé la mezcla vigorosamente por 30 minutos y después se
calent6 a reflujo por 2 horas.

Se evaporaron todas las sustancias volatiles con el rotavapor y se disolvio
el sélido obtenido en 30 mL de acetato de etilo. El acetato de etilo se filtré a través
de alumina obteniéndose 0.94 g (72 %) del producto deseado con suficiente
pureza para realizar la siguiente reaccion.

Se recristalizdé una pequena parte de etanol-agua y se obtuvieron cristales

blancos con punto de fusion de 219.7-220.3 °C. Ry 0.33 (CHCls-acetona-éter de
petréleo-acido acético 10:6:15:0.6).
A.1.3.4. Sintesis de acido 2-(trifluorometil)-1,3-5-benzoxazolcarboxilato de
metilo (9). En un matraz bola de 15 mL con una boca, adaptado con condensador
en posicion de reflujo y agitacién magnética, se colocaron 0.8 g (3.04 mmoles) de
4-hidroxi-3-[(trifluoroacetil) amino]benzoato de metilo (25), 3.5 mL de diglimay 2 g
de pentdxido de fésforo.

La mezcla de reaccion se calent6 a reflujo por 4 h, después de este tiempo
no se detectd la materia prima. La mezcla de reaccion se extrajo con acetato de
etilo y concentr6 a sequedad. El sélido obtenido se extrajo con hexano y se
purifico la mezcla de productos por cromatografia en columna (hexano-acetato de
etilo 99:1). Se obtuvieron 0.28 g de un solido blanco (37.73 %). punto de fusion 51-
52 °C, Ry 0.69 (CHCIls-acetona-éter de petréleo-acido acético 10:6:15:0.6).

A.1.4. Obtencion del acido 2-(trifluorometil)-1,3-6-benzoxazolcarboxilico (10)

A.1.4.1. Sintesis de 3-hidroxi-4-nitrobenzoato de metilo (26). En un matraz bola
de 250 mL con una boca, adaptado con condensador en posicion de refiujo,
canastilla de calentamiento y trampa de humedad, se colocaron 5 g (0.027 moles)
del acido 3-hidroxi-4-nitrobenzoico(17) y 50 mL de metanol absoluto. Se
adicionaron lentamente 1.5 mL de acido sulfurico concentrado y la mezcla se
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calenté durante 3.5 h. Se apag6 el calentamiento y el producto se dejo recristalizar
en el seno de la reaccién. Los cristales obtenidos se filtraron y lavaron con agua
obteniéndose 5.2 g (96.65 %) de un polvo amarillo claro. Punto de fusién 90.3-90.6
°C, Rr 0.61 (CHCIs-acetona-éter de petréleo-acido acético 10:6:15:0.6).

A.1.4.2. Sintesis de 4-amino-3-hidroxibenzoato de metilo (27). En un matraz
tapler de 100 mL con 3 bocas, acondicionado con atmésfera de nitrogeno,
agitacion magnética y septo, se agregaron 2 g (0.01 moles) de 3-hidroxi-4-
nitrobenzoato de metilo (26) y 0.2 g de Pd/C al 5 % suspendidos en 10 mL de
metanol. Por otro lado, se disolvieron 3.2 g (0.05 moles, 5 eqs.) de formiato de
amonio en 25 mL de metanol caliente.

La disolucién de formiato de amonio se inyect6 lentamente a la suspension

contenida en el matraz tapler, la cual previamente se enfrié en bafio de hielo-agua.
Al finalizar la adicion se dejo agitando por 10 min mas. La mezcla de reaccién se
filtr6 sobre celita y esta dltima se lavé con 3 porciones de 5 mL de metanol. Se
evaporo el disolvente y el sélido formado se disolvid en acetato de etilo. La
disolucion hecha con el acetato de etilo se lavé con agua, sec6é con sulfato de
sodio y concentré al vacio. Se obtuvieron 1.54 g (91.1%) de un sélido café que
presentd una mancha por cromatografia en capa fina Sin mas purificacion se
utilizd en la siguiente reaccion.
A.1.4.3. Sintesis de 3-hidroxi-4-[(trifluoroacetillamino]benzoato de metilo
(28). En un matraz bola de 50 mL con una boca, adaptado con agitacion
magnética, columna Vigreux y trampa de humedad, se suspendieron 1.54 g
(0.00921 moles) de 4-amino-3-hidroxibenzoato de metilo (27) en 10 mL de cloruro
de metileno. Se enfrié la suspension en bafo de hielo y se agregaron lentamente
2.32 g (1.56 mL, 0.011 moles, 1.2 egs.) de anhidrido trifluoroaceético.

La mezcla de reaccion se agité durante 30 min a temperatura ambiente.
Después de finalizada la agitacién, se evaporaron todas las sustancias volatiles y
el solido obtenido se disolvié en acetato de etilo y decoloré con carbén activado.

El carbon activado se separo por filtracion y el acetato de etilo se evaporé
para obtener un sélido color café. El producto se recristalizé de etanol-agua para
obtener 2.1 g (86.6 %) de hojuelas color café-claro. Punto de fusion 207.7-208.3



°C, Ry 0.49 (CHCls-acetona-éter de petroleo-acido acético 10:6:15:0.6).

A.1.4.4. Sintesis de acido 2-(trifluorometil)-1,3-6-benzoxazolcarboxilato de
metilo (10). En un horno Kugelrohr, en linea con una bomba de vacio y trampas
enfriadas con bafo de hielo-sal, se colocaron 2 g (0.0076 moles) de 3-hidroxi-4-
[(trifluoroacetil)amino]benzoato de metilo (28) y 8 g de PPA. Se calent6 la mezcla
de reaccion lentamente a 120 °C y se destil6 el producto a 4 mmHg, al observar la
disolucion del sélido en el PPA se calenté hasta 150 °C. La reaccion se llevo a
cabo por 1.5 horas. Al concluir la reacciéon, se formé un soélido blanco en las
paredes de las trampas del horno Kugelrohr, el cual se colecté con acetona. El
producto presentoé varias manchas por cromatografia en capa fina. El producto se
purificé por columna (fase moévil hexano) para obtener 0.62 g (32 %) de un solido
blanco. Punto de fusion 44-45 °C, Rs 0.69 (CHCIls-acetona-éter de petréleo-acido

acético 10:6:15:0.6).
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Apéndice 2. Parte biolégica

A.2.1 Materiales. La linea celular Caco-2 ASI-4 fue donada por los laboratorios
Absorption Systems (Exton, PA). El medio de Eagle modificacién de Dulbecco
(DMEM) fue obtenido de Gibco (Grand Island, NY). Los compuestos y soluciones
glucosa, L-glutamina (200mM), mezcla de antibiotico-antimicético (Solucion 100
X: 10,000 U mL™ de penicilina, 10 mg mL™" de sulfato de estreptomicina y 25 ug
mL" de amfotericina B en solucién salina al 0.85 %), HEPES, piruvato de sodio
(100 mM, 11.0 mg mL™), y albendazol (ABZ) fueron adquiridos de Sigma (St.
Louis, MO). La solucion de aminoacidos no esenciales (NEAA), solucion de
tripsina (0.25 % w/v) en EDTA 1 mM y solucién salina de Hank (HBSS) (10X) sin
rojo de fenol y sin bicarbonato de sodio fueron adquiridos de In vitro (Naucalpan
de Juarez, Estado de México), la sal de litio del compuesto Lucifer Yellow CH (LY)
fue obtenida de Molecular Probes (Eugene, OR). La colagena de cola de rata tipo |
liofilizada fue marca Boehringer Mannheim (Alemania). Las camaras de cultivo
celular Transwell®, poro de 0.3 pM y 1.1 cm? de area para el inserto, utilizadas
fueron de marca Costar (Cambridge, CA), la TEER fue monitoreada utilizando un
voltimetro y electrodo EVOM (World Precision Instrument, Sarasota, FL).

Para medir la fluorescencia del compuesto LY se utilizd un lector de
fluorescencia marca Fluostar modelo 403-0098 con filtro de emisién de 538 nm y
filtro de excitacion de 485 nm en placas de 96 pozos FluoroNunc con superficie
MaxiSorp de marca Nunc (Dinamarca).

Para la cuantificacion de los compuestos utilizados en el estudio de
transporte se utiliz6 un equipo de cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) con bomba binaria Waters serie 1525, detector de arreglo de diodos
Waters 996, software Millennium®? PDA y columna SymmetryShield C+s, tamafio
de particula de 5uM y dimensiones de 4.6X150 mm marca Waters W22601V 027

con precolumna SymmetryShield marca Waters.
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A.2.2. Ensayos de transporte apical-basolateral (AB) y basolateral-apical
(BA).

Se prepararon soluciones stock de los compuestos cuya permeabilidad fue
evaluada a una concentraciéon de 10 mM en etanol. Para lo cual se pesaron 24.4
mg del compuesto 1, 24.7 mg del compuesto 2, 23.1 mg del compuesto BRR-A y
25.7 mg del compuesto 7 aforando a 10 mL con etanol. La solucién 10 mM de
ABZ se realizé pesando 26.5 mg de ABZ y aforando a 10 mL con DMSO. Las
soluciones hechas para el estudio de permeabilidad se hicieron con HBSS
diluyendo a una concentracion de 100 uM, la concentracion final de disolvente fue
de 1%.

Para recubrir los insertos con colagena se realizd el siguiente
procedimiento: Se disolvieron 10 mg de colagena de cola de rata tipo | liofilizada
en 2.7 mL de acido acético al 2% estéril y se agregé etanol al 70 % estéril para
completar 11 mL. Se recubrié cada inserto con 100 pL de la disolucién anterior, se
secaron en zona aséptica y rotularon. Después de recubrir los insertos se
recomienda utilizarlos durante las dos semanas siguientes.

La linea celular Caco-2 ASI-4 (pase 59) se descongel6 y crecié utilizando
medio DMEM suplementado al 20 % con SFB en botellas de cultivo de 75 cm? en
atmoésfera humeda y 5% por ciento de CO,. Cuando las células alcanzaron una
velocidad de crecimiento adecuado se cultivaron en medio DMEM suplementado
al 10 % con SFB. El medio DMEM fue suplementado ademas con 1 % de solucion
de antibiético-antimicoético, L-glutamina 2 mM , piruvato de sodio 1 mM, HEPES 25
mM y 1 % de NEAA. Las células se disgregaron cuando alcanzaron una
confluencia del 80 % con tripsina—verseno, para lo cual se enjuagaron las células
con PBS-EDTA (NaCl 0.14 M, KH,PO4 1.76 mM, Na;HPO,4 10.14 mM, KCI 2.7 mM
y EDTA disédico 1.1 mM ) e incubaron por 8-10 min en presencia de tripsina-
verseno, las células se disgregaron mediante pipeteo e inocularon en insertos con
filtros de policarbonato Transwell®, los cuales fueron recubiertos previamente con
colagena, a una densidad de 6.0X10* células cm™, el dia en que se realizo la

inoculacién en los insertos Transwell® se considero el dia cero del experimento.
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El medio de cultivo (0.5 mL en el inserto y 1.5 en el pozo) se remplazé cada
48 horas, los primeros 8 dias, y después diariamente hasta el dia 28, el estudio de
transporte se realiz6 hasta este dia.

Para realizar el estudio de transporte las monocapas celulares se
enjuagaron e incubaron con solucién de transporte (HBSS; suplementada con 25
mM, glucosa y HEPES 10 mM, ajustada a pH 6) por 30 min a 37 °C. Después de
incubar, se midi6é la TEER, para comprobar que la formacién de la monocapa sea
regular.

Para el estudio de transporte AB (el lado apical se llamara donador y el lado
basolateral receptor), se colocaron 1.5 mL de HBSS en 5 pozos de una placa de
cultivo de 12 pozos, que corresponden a la parte receptora. Se colocé un inserto
Transwell® en el primer pozo y se aspir6 la HBSS del lado donador sustituyéndose
por 0.5 mL de solucion del compuesto a evaluar, a una concentracién 100 uM en
HBSS, y se incubé a 37 °C con agitacién constante de 70 rpm. El inserto se
cambié a otro pozo a los 15, 30, 45, 60 y 90 min. Al finalizar el estudio se tomaron
alicuotas del lado receptor y el donador para ser cuantificadas.

Para el estudio de transporte BA (basolateral-donador, apical-receptor) se
colocaron 1.5 mL de una solucién del compuesto a probar, a una concentracion
100 uM, en el lado donador. Se colocé un inserto Transwell® con 0.5 mL de HBSS,
y se incubé a 37 °C con agitaciéon constante de 70 rpm. Se tomaron alicuotas de
200 pL del lado receptor a los 15, 30, 45, 60 y 90 min., los cuales fueron
remplazados con 200 pL de HBSS fresco. Al finalizar el estudio de transporte se
colecté una alicuota del lado donador.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

Al finalizar el estudio se verificd que las monocapas de células Caco-2 ASI-
4 estuvieran integras mediante el uso del marcador LY. Los insertos Transwell® se
colocaron en placas de 12 pozos y se vertieron 1.5 mL de HBSS en el lado
basolateral. En el lado apical se aspird cualquier remanente de HBSS del estudio
de transporte y se remplazé con 0.5 mL de una solucién de LY 1 mM. Se incub6 a
37 °C por media hora con agitacién constante. Al terminar la incubacion, se
tomaron 200 pL de solucién del lado basolateral Se realiz6 una curva del
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compuesto LY en el rango de concentraciones de 25 a 1.625 uM y se leyo la
fluorescencia de la curva y las muestras, valores de Papp alrededor a 8X107
indican integridad de la monocapa.

La determinacién de la concentracion de cada una de las alicuotas de los
diferentes compuestos se realizé por HPLC. Las condiciones fueron las siguientes:
para los compuesto 1, 4, BRRA y ABZ se utiliz6 como fase mévil acetonitrilo:agua
con 0.5 % de 4cido acético (46:54) con flujo de 1 mL min™' y para el compuesto 7
se utilizé como fase mévil acetonitrilo:agua con 0.5 % de acido acético (35:65) con
flujo de 1 mL min™ e inyector de 50 pL, se realizé6 una curva estandar de cada
compuesto abarcando concentraciones de 100 a 0.1 pM, la cual sirvi6 para
cuantificar los compuestos evaluados. Los compuestos fueron detectados a 270
nm.

Al obtener la concentracion de cada tiempo, tanto de estudio AB como del
BA, se calculé la concentracién acumulada (en el caso del estudio BA corregida
por dilucién) y realizé el grafico de la concentracién acumulada de compuesto que
aparecio en el lado receptor con respecto al tiempo, de estd manera se pudo
calcular la pendiente de la parte lineal del grafico y utilizar la siguiente ecuacion:

Pa ______Vr [.OE?_)
PP = 60(4Co )\ ar

donde Vr es el volumen del compartimiento receptor (cm®), A es el area de la
monocapa (cm?), Co es la concentracién inicial del lado donador (uM), 60 es un
factor de conversién de minutos a segundos (seg min™') y dC/dt es la velocidad de

aparicion del compuesto en el lado receptor (UM min™).
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Apéndice 3. Espectroscopia y espectrometria
En este apéndice se muestran los espectros de los productos finales sintetizados
(1-10)

Los espectros de resonancia magnética nuclear se realizaron en un aparato
Varian modelo VRX-300 MHz en dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds), el cual se
utilizé6 como disolvente y estandar interno. La espectrometria de masas se realizé
en un equipo Jeol modelo JMS-SX102A. Los espectros de IR se determinaron en
un espectofotometro de transformada de Fourier marca Perkin Elmer modelo
1605, en pastillas de bromuro de potasio.
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