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RESUMEN

El Trypanosoma cruzi es el agente etiologico causal de la enfermedad de Chagas, la
cual es endémica a través de toda Latinoamérica. Sin embargo desde su descubrimiento
( hace mas de 90 afos), aun no existe un tratamiento eficiente para combatirla. Los dos
unicos farmacos utilizados son el Nifurtimox y Benznidazol. Ambos pueden reducir los
sintomas y la mortalidad en la fase aguda de la enfermedad, pero no son lo
suficientemente efectivos en obtener una cura parasitologica o prevenir la fase cronica;
ademas de ser altamente toxicos.

En este trabajo se presenta la sintesis de dos series de compuestos, provenientes
de la fenilhidrazona: la serie Illa, 1-[(5-Rs-tiofen-2-il)metilen]-2-(o-;p-R2)fenilhidrazona y
la serie I1Ib, 1-[(5-R¢-furan-2-il)metilen]-2-(o-;p-R2)fenilhidrazona.

Los compuestos se caracterizaron por sus constantes fisicas, utilizando como
herramienta principal para su identificacién la Espectrometria de Masas, mediante la
elucidacion de mecanismos y patrones generales de fragmentacién de los derivados
obtenidos. También se emplearon técnicas espectroscépicas de: Resonancia Magnética
Nuclear de 'Hy *C y de Infrarrojo.

Se evaluaron in vitro los derivados de ambas series (IIIa y IIIb) en diferentes
cepas de T. cruzi, asi como en dos distintos estadios del parasito; algunos compuestos
mostraron una alta actividad tripanocida en comparacién con los farmacos de referencia
(Nifurtimox, Lampit® y Benznidazol, Radanil®). De igual manera se noté una marcada
diferencia de sensibilidad entre las cepas utilizadas para este estudio, siendo la cepa

INC-5 la mas sensible a los compuestos evaluados.
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas’ disease, which is endemic
throughout Latin America. Nevertheless from its discovery (more than 90 years ago),
neither efficient treatment exists yet. The only used drugs are the Nifurtimox and
Benznidazol. Both can reduce the symptoms and mortality in the acute phase of the
disease, but they are not sufficiently effective for a parasitical cure or to prevent the

chronic phase; in addition both drugs are highly toxic.

In this work the synthesis of two series of compounds was obtained, as derivative
from the phenylhydrazone is presented: serie Illa, 2-[(0-;p-R2)phenyl]-1-[(5-R+-thiophen-
2-yl)methylenelhydrazone and the serie IlIb, 2-[(0-;p-R2)phenyl]-1-[(5-Rs-furan-2-

yl)methylene]hydrazone.

Compounds were characterized by their physical constants, using as important
technical the Mass Spectrometry, for its identification, by means of the elucidation of
mechanisms and patterns of fragmentation of the all derivatives obtained. Also the use of
spectroscopic techniques such as 'H and *C Nuclear Magnetic Resonance of and

Infrared spectrophotometry were used.

Derivatives of both series (IIIa and IIIb) on different strains of T. cruzi were
evaluated in vitro, as well as in two different stages of the parasite (epimastigotes y
tripomastigotes); some compounds showed a high anti-trypanosoma cruzi  activity in
comparison to reference drugs (Nifurtimox, Lampit® and Benznidazol, Radanil®). T.cruzi
strains used have a noticeable difference of sensibilities to the difference compounds
bioassays in this study and was observed the INC-5 strain is the most sensibilities at the

bioassays compounds.
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I. INTRODUCCION

El mal de Chagas es la enfermedad parasitaria de mayor importancia en América
Latina, debido a su amplia distribucion geografica, elevada prevalencia y gran impacto
sobre la salud publica. Es una enfermedad autoctona de América, producida por un
protozoario hemoflagelado: Trypanosoma cruzi, y transmitida al hombre habitualmente por
un insecto triatomino de la familia Reduviidea; en México se conoce como la chinche
hocicona.’

Este sindrome presenta tres fases clinicas y solo la fase aguda, que dura de 3 a 6
meses, es curable. Entre 30-40% de los infectados progresan a la etapa cronica de la
enfermedad, y en un periodo de entre 5 a 20 afios después de haber adquirido la infeccion,
desarrollan enfermedad cardiovascular (Miocardiopatia Chagasica). La esperanza de vida
para estos casos cronicos se reduce de 5 a 10 afos de vida, una vez que se logra el
diagnéstico clinico. ?

En México se informaron los primeros casos de Miocardiopatia Chagasica, en 1965.
Para 1978 se informaron cinco casos de esta enfermedad, incluyendo uno agudo,
confirmados por su estudio serolégico y colectados en menos de un afno en el Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. En el lapso de 1944 a 1977 no habian sido
reconocidos mas de dos casos. Desde entonces se han estudiado mas casos de la
enfermedad de Chagas, en individuos entre la 4% y 6% década de vida, campesinos con
miocardiopatia dilatada o bloqueo auriculo-ventricular completo, ambas lesiones son
irreversibles.

A pesar del tiempo transcurrido desde su descubrimiento en 1909 por el Dr. Carlos
Chagas en Brasil, todavia no se dispone de una quimioterapia eficaz y adecuada para
todas las formas clinicas de la enfermedad. Se puede decir que el Trypanosoma cruzi, ha
desafiado todos los intentos para su eliminacion, pues los medicamentos utilizados
actualmente, como el Nifurtimox (Lampit®) y el Benznidazol (Radanil®) son de relativa
eficacia. De igual manera, tampoco existen farmacos o vacunas para prevenir la

enfermedad.



Se ha aceptado que la enfermedad de Chagas existe en México y puede ser un

problema de salud de primera importancia. Sin embargo como se trata de una
enfermedad que afecta principalmente a la poblacion rural, no suele haber ni la
informacion suficiente entre el personal de salud, ni métodos accesibles que permitan el
diagndstico parasitologico y serolégico en la fase aguda, que ademas es la unica donde
los farmacos actuales pueden tener utilidad. La creciente migracion interna en el pais
hace suponer que en las areas urbanas se reconoceran mas casos de Chagasicos
cronicos y que habra un numero importante de infectados asintomaticos, potencialmente
transmisores de la enfermedad a través de la donacién de sangre. Aun el individuo
asintomatico puede tener parasitemia esporadica y no se hace estudio serolégico de los

donadores ni se dispone de métodos tripanosomicidas en el banco de sangre.

Es necesario un fuerte apoyo continud por parte de las autoridades de salud y
de académicos para enriquecer nuestro conocimiento sobre la mencionada
enfermedad de Chagas en México y desarrollar programas eficaces de control.

Este trabajo pretende contribuir a la busqueda de nuevos agentes
quimioterapéuticos para la enfermedad de Chagas, mediante la sintesis de los
derivados de la fenilhidrazona , que prometen ser buenos agentes tripanocidas, asi

como el analisis espectrométrico de masas






II. MARCO TEORICO

En 1950 Fray Reginaldo de Lizarraga, sacerdote misionero, hace la primera
descripcion sobre insectos reduvidos y sus habitos hematéfagos nocturnos, con los que tuvo

contacto en sus viajes de inspeccion por Argentina.

En 1908 el gobierno brasilefio mand6 construir un ferrocarril entre las ciudades de
Belem y Rio de Janeiro, pero la obra se vio interrumpida en Minas Gerais por un brote
severo de malaria en Lassance. En esa ocasion resultaron afectados varios trabajadores y

se comisiond al Dr. Carlos Chagas para estudiar el problema.

Después de trabajar por algun tiempo, observé la presencia de insectos hematofagos
gue llamaban la atencién por su forma de picar y los denomino como barberios o insectos
besucones. El Dr. Chagas considerod la posibilidad de que tales insectos podian transmitir
algun tipo de agente patégeno al humano ¢ a otros vertebrados, e investigando encontrd
parasitos flagelados parecidos a Crithidia en la luz intestinal. Intrigado por el hecho de que el
parasito constituyese una etapa evolutiva de trypanosoma minasense (descrito un afio antes),

lo aislé e inoculd en marmosetas.®

Una vez analizados los flagelados, pudo determinar con sorpresa, que se trataba de
una especie diferente a Trypanosoma minasense. El parasito recién descubierto fue llamado
Schyzotrypanum cruzi (Trypanosoma cruzi), como un homenaje a su maestro Oswaldo Cruz.
Chagas regreso6 a Lassance con el objetivo de conocer los posibles huéspedes y después de
estudiar a humanos y animales vertebrados, diagnostica por primera vez la tripanosomiasis,
en una nifia de dos afios. Habia examinado a la nifia anteriormente sin encontrarle parasitos,
pero en esa ocasion si los observo, sugiriendo una etapa aguda de la nueva enfermedad. En
estudios seriados, encontré6 que los flagelos desaparecian conforme los sintomas de la

enfermedad disminuian y con esto propuso la existencia de una fase croénica.

Sus descubrimientos fueron publicados en el primer volumen de las Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz en agosto de 1909, el articulo se llamo: “ Nova tripanozomiase
humana. Estudos sobre a morfolojia e o ciclo evolutivo do Schizotrypanum cruzi.,n.sp, ajente

etiolojico de nova entidade morbida do homen”.



En este trabajo el investigador Carlos Chagas, describe el agente, los vectores, los
signos clinicos en el hombre y la de reservorios animales de la nueva enfermedad, asi
como el ciclo biolégico del parasito en el tracto digestivo del vector invertebrado y su

cultivo en agar-sangre.*

Después del descubrimiento, Carlos Chagas recibié varios premios, grados y
distinciones, como por ejemplo: Miembro Extraordinario de la Academia Brasilefia de
Medicina, entre otro. Este éxito provoco una abierta oposicion, que culminé en 1916, con
la negacién de Rudolf Kraus del Instituto Bacterioldgico Argentino argumentando el haber
encontrado insectos infectados, pero no casos de humanos con la enfermedad en el
Chaco Argentino y relaciond la enfermedad con el bocio y el cretinismo. No es sino
hasta el 6 de diciembre de 1924 cuando la comision académica encargada del caso,
decidié6 a favor de Chagas, sin embargo, este episodio ya habia tenido un efecto

devastador y la enfermedad de Chagas se olvid6 durante 20 afios.

Afortunadamente, el asunto se revirti6 en afios posteriores con el
redescubrimiento de la enfermedad de Chagas, que se debié principalmente al trabajo
del médico Salvador Mazza en Argentina, quién describi6 mas de mil casos en las

regiones donde Kraus habia buscado 20 afios antes.

Es en México hasta 1920 que Hoffman sefiala el posible papel del Triatoma
dimidiata como transmisor de T. cruzi. Transcurrieron ocho afios hasta la publicacion del
hallazgo de los primeros triatbminos naturalmente infectados con el flagelado vy los

primeros casos humanos con la enfermedad aparecieron en 1939.°



Seguido por el acortamiento del flagelo y los cambios en la estructura del
cinetoplasto, que parecen ser los responsables de la ruptura de la célula hospedera, con
la liberacion subsiguiente de cientos de tripomastigotes al espacio intercelular. Los datos
disponibles sugieren que todas esas formas son capaces de invadir nuevas células en el
mismo sitio donde fueron liberadas, o salir al torrente circulatorio y distribuirse por todo el
organismo, o ser succionados por un vector, completandose asi el ciclo de vida del

paréasito. ***° (Figura 2)

3.5 VIAS DE TRANSMISION

Ademas de la via vectorial (que representa del 80 al 90 % de transmision), existen
la transmision transfusional (5-20 %) y la via congénita (0.5-8 %). Las otras vias de
transmision son excepcionales (accidental, transplante de érganos, otros vectores,
lactogénica, etc) y no representan una importancia significativa en términos de salud

publica.
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Figura 2. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi. (tomada de the kiss of death, University of
Texas at Arlington 1998)



3.5.1 Transmisioén vectorial

De acuerdo a los estudios entomolégicos de los vectores triatominos hay 130
especies reconocidas, agrupadas en 15 géneros de triatominos y de los cuales algunos

se han encontrado infectados naturalmente por T. cruzi.

México es considerado como el pais hispanoamericano con mayor namero de
especies de triatominos. Se han analizado en zonas de riesgo, lo cual permite la
estratificacion de transmision segun las especies de vectores presentes, que para las
entidades del golfo de México y del Istmo de Tehuantepec hacia el Sur parte de los
estados de San Luis P., Hidalgo, Puebla, Oaxaca, Veracruz, Tabasco, Chiapas, Yucatan,
Campeche y Quintana Roo, resulta sin complejidad, por la presencia de una sola especie
T. dimidiata. (Figura 3)

Las especies mexicanas de mayor importancia medica son: Rodnius prolixus,
Triatoma dimidiata, Triatoma barberi, Triatoma longipennis, Triatoma phyllosoma y Triatoma
picturata. Se estima que el complejo phyllosoma es responsable del 67%, T barberi del

3%, T. dimidiata del 21%, T. gerstaeckeri del 7%, y el resto de las especies del 2%.'**

3.5.2 Transmision transfusional

Las dificultades econdmicas en América Latina han estimulado la emigracion a
zonas urbanas en las seis ultimas décadas.

Actualmente, en la mayoria de los paises, las ciudades tienen el 60% de la
poblacién. La emigracion de las zonas rurales a urbanas si bien reduce el numero de
personas expuestas al vector infectado, aumenta la probabilidad de transmisién por
transfusion. En cuanto no se descarte la sangre de donadores contaminados, existira la
probabilidad de transmitir la enfermedad por esta via, siendo los mas expuestos los

individuos poli transfundidos, tales como hemofilicos y los que reciben dialisis.
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Afortunadamente, so6lo una parte (12-25%) de los que reciben transfusion con
sangre infectada, contraen la enfermedad. Por otro lado, la infeccion transfusional, se ha
convertido en un serio problema en los paises desarrollados (donde no hay transmisiéon
vectorial) debido a las decenas de millones de latino-americanos que emigra a estos

paises.'®

B 1 barberi ] complejo Phyflosoma B T dimidiata
B r. gerstaeckeri I Dipetalogaster maxinmuis

Figura 3. Distribucién geografica de las especie mas importantes: (a) zona infestada por Triatoma
barberi, (b) por Triatoma dimidiata, (C) por Triatoma gerstaeckeri, (d) complejo Phyllosoma 'y

Dipetalogaster maximus. Tomada de TRENDS in Parasitology Vol.17 2001



3.5.3 Transmision congénita

Constituye la tercera via mas importante de transmision de la enfermedad de
Chagas. Este tipo de transmision parece depender de factores ligados al parasito y al
hospedador. Ocurre cuando el T. cruzi, al igual que atraviesa las mucosas, penetra el
epitelio trofoblastico. Con una poblacion seropositiva de 1'768,376 individuos, y tasas de
poblacién femenina entre 15 y 49 afios de 29% para areas urbanas y suburbanas y un
25% para areas rurales. Se estima que hay actualmente 472’393 mujeres en edad fértil

seropositivas para T. cruzi.?°

3.6 MANIFESTACIONES CLINICAS

La enfermedad transcurre inicialmente con una elevada parasitemia (fase aguda),
la cual es limitada por la respuesta inmune del hospedero. Una vez superada esta etapa,
los individuos infectados pasan por un periodo sin sintomatologia clinica, llamada fase
indeterminada o asintoméatica. Los pacientes en esta fase crénica presentan niveles
subpatentes de parasitemia, lo que dificulta en gran medida el diagndstico parasitolégico.
Aproximadamente el 70 % de los pacientes asintomaticos permanece asi durante toda su
vida. Sin embargo, un 30 % de ellos después de permanecer por afios asintomaticos,
desarrollan lenta, pero progresivamente, una miocardiopatia, que es la patologia que se
observa en nuestro pais. Al sur de nuestro continente, ademas de las alteraciones
cardiologicas, se puede observar un sindrome de dilatacién de visceras, siendo las mas
frecuentes las dilataciones de colon y/o eséfago, conocidas por el desarrollo de
megaesodfago o megacolon.

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad varian segun la etapa de la
infeccion. La fase aguda puede presentarse con o sin sintomatologia. Cuando esta se
hace evidente, puede ser muy variada, con signos de entrada como el de Mazza-romaiia,
o Chagoma de inoculacion, ademas de manifestaciones sistémicas comunes a otras
enfermedades. En esta etapa, las manifestaciones clinicas son mas frecuentemente
observadas en nifios, donde la enfermedad puede ser mortal. En el adulto se pueden
presentar casos de mortalidad, pero con mayor frecuencia puede pasar desapercibida o

presentarse en forma moderada.



En esta fase, las formas tripomastigotes pueden ser detectados en sangre, debido
a los elevados niveles de parasitemia que se presentan, los cuales son controlados
posteriormente por la respuesta inmune.

Esta respuesta no erradica completamente al parasito, manteniéndose una
parasitemia subpatente durante toda la vida del hospedador. Una vez superada la etapa
aguda, los individuos infectados pasan por un periodo sin sintomatologia clinica, llamada

fase indeterminada o asintomaética.

Aproximadamente el 70 % de los pacientes infectados permanece asi durante
toda su vida, conviviendo con el parasito, sin desarrollar dafios importantes en sus
tejidos. La seroreactividad para T. cruzi es lo Unico que diferencia clinicamente a un
paciente asintomatico de un individuo normal, ante la falta de evidencias de dafios
importantes en tejido cardiaco y/o digestivo. De estos pacientes aproximadamente un 30
% de ellos, después de permanecer por un tiempo asintomatico, desarrollan la fase
sintomatica o Miocardipatia Chagasica (fase cronica). Esta fase es de evolucion lenta,
generalmente entre 10 y 20 afios, entre el final de la fase aguda y el establecimiento de
las lesiones cardiacas. Este periodo se caracteriza por la evolucién lenta y por el
predominio del dafio cardiaco (en nuestro pais), lo que origina la llamada miocardiopatia
chagéasica cronica. Los problemas cardiacos son los mas serios y se manifiestan
principalmente como dafio al tejido muscular del corazén y con trastornos de la
conduccion de la sefal eléctrica del corazén; produciendo insuficiencia cardiaca y facilita
la generacion de tromboembolias. Sin embargo, la enfermedad chagésica gastrointestinal

es comun al sur del Amazonas, pero rara en México y en Centroamérica.”*

3.7 DIAGNOSTICO

La via mas especifica para el diagnostico es la deteccion o visualizacion del
parasito en sangre, a través de examen directo. Sin embargo, el diagnéstico
parasitologico es dificil, por lo que rutinariamente se realiza el diagnostico serologico.

A continuacién brevemente se presentan las técnicas empleadas para el

diagnéstico parasitolégico (directos e indirectos) y los métodos seroldgicos.



3.7.1 Meétodos parasitolégicos

a) Métodos directos
Las técnicas que se describen a continuacion, presentan niveles de sensibilidad
variables que dependen del nivel de parasitemia que presenten los pacientes durante la
fase aguda de la enfermedad. Con elevados niveles de parasitemia, los métodos directos
presentan suficiente sensibilidad para garantizar el diagnostico parasitolégico. Sin
embargo, el paciente durante la fase aguda, puede presentar niveles de parasitemia no
tan elevados. Se recomienda el empleo de métodos que concentren la muestra para

tratar de incrementar la posibilidad de observar el parasito en sangre.

Estos métodos pierden considerablemente la sensibilidad, cuando se ensayan en
pacientes que se encuentran en la fase crénica, por lo que se recomienda el uso de
métodos parasitologicos indirectos para poder realizar el diagndstico. A continuaciéon se
describen algunas de las técnicas empleadas para el diagnéstico parasitolégico directo o

indirecto.

e Examen de sangre al fresco

Este método se realiza cuando se sospecha de un paciente que se encuentra en
fase aguda. Con esta técnica se pretende visualizar la presencia de parasitos moviles
circulantes en la sangre del paciente. La sensibilidad durante el pico de parasitemia, en
la fase aguda, es menor al 50%, para un solo examen y debe ser repetido varias veces
para diferentes muestras de sangre de un mismo paciente, con el objeto de aumentar su

sensibilidad.

e Extendido coloreado

Con este método se pretende identificar morfolégicamente la especie de

Trypanosoma. Este procedimiento se realiza cuando el examen al fresco resulta positivo.

b) Métodos indirectos



e Xenodiagndstico

Consiste en la demostraciéon de la presencia de T. cruzi en el hospedador
intermediario, previamente alimentado con sangre del paciente sospechoso. Este método
permite amplificar el nUmero de parasitos que se encontraban presentes en la sangre,
debido a la facil multiplicacion del paréasito dentro del vector. Para realizarlo, se usan
ninfas de triatominos no infectados. Con el fin de constatar la presencia del protozoario
dentro del vector, se analiza el contenido intestinal de los triatominos alimentados con
sangre del paciente. El analisis debe realizarse entre 30 y 45 dias después de la
ingestion. En las mejores condiciones se ha reportado que la sensibilidad del método,

durante la fase cronica podria alcanzar el 60%.

e Hemocultivo

Consiste en colocar muestras de sangre del paciente, en tubos con medio de
cultivo. Las muestras son revisadas a los 20, 30 y 45 dias, buscando formas
epimastigotes. En la fase aguda, su sensibilidad podria alcanzar el 100%. Durante la fase
cronica, presenta niveles de sensibilidad inferiores al xenodiagostico, pero permite aislar

mas facilmente cepas del parasito.

e Inoculacién en animales sensibles

Se usa principalmente el raton o el cobayo, a los cuales se les inocula sangre del
paciente tratada con anticoagulantes o con una porcion de la “capa blanca”. El periodo
de observacién es variable, de 3 a 4 semanas. Se buscan los parasitos en la sangre de
animales por el método del examen al fresco y luego por el extendido coloreado.?

3.8 TRATAMIENTO

Hasta el momento, los Unicos farmacos disponibles para el tratamiento etiolégico
de la enfermedad de Chagas son nitrofuranos (Nifurtimox, Bayer, recientemente

discontinuado, Figura 4) y nitroimidazoles (Benznidazol, Roche, Figura 4).



Ambos compuestos fueron introducidos empiricamente en las décadas de los 60
y 70 del siglo pasado. Hoy en dia se conoce que actuan por la via de generacion de
radicales libres, a lo cual los parasitos tripanosomatideos son particularmente sensibles
por su limitada capacidad de detoxificacién .

La experiencia de varias décadas ha demostrado que ambos farmacos tienen una
actividad significativa en la fase aguda de la enfermedad (hasta un 80% de éxito
terapéutico), aunque su eficacia varia segun la region geografica de procedencia del
paciente. La mayor limitacibn de los nitrofuranos y nitroimidazoles en la terapia
especifica de la enfermedad de Chagas, es su muy limitada eficacia en pacientes en su

fase cronica (indeterminada o sintomatica), que actualmente es la manifestacion clinica

mas frecuente en Latinoamérica. En estos pacientes el porcentaje de fracasos
terapéuticos con Benznidazol es tipicamente > 80% . La actividad de este tipo de
compuestos en pacientes en fase aguda y su muy limitada eficacia en la fase crénica ha
sido confirmada recientemente en dos recientes estudios, en donde se evalué ,la carga
parasitaria en pacientes cronicos tratados con Nifurtimox y Benznidazol y no tratados,
encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Sin embargo, otro
estudio realizado indica que el tratamiento con Benznidazol en pacientes cronicos,
aunque incapaz de inducir cura parasitoldgica, conlleva a una significativa reduccién en
la ocurrencia de cambios electrocardiograficos y a una menor frecuencia de deterioro de

la condicion clinica de los pacientes. 242

3.8.1 Mecanismo de accion del Nifurtimox y Benznidazol.

El Nifurtimox y el Benznidazol, actian sobre el genoma del T. cruzi. Ambos inhiben
la sintesis de DNA, del RNA y de las proteinas. También, aceleran la degradacién de
esas macromoléculas. El aislamiento del DNA nuclear o cinetoplasto de tripanosomas
incubados con Nifurtimox o Benznidazol permite comprobar rupturas en las cadenas

nucleotidicas del DNA.



El Nifurtimox y el Benznidazol pueden ejercer su toxicidad por varios mecanismos como:

(@)

(b)

(©)

(d)

Accion directa del radical nitroanién sobre las moléculas susceptibles,
entre ellas el DNA,;

Generacion de radicales libres del oxigeno, que con el Nifurtimox seria el
agente citotoxico principal.

Produccion por reduccién de moléculas reactivas (los derivados nitroso e
hidroxilamina) cuya citotoxicidad es conocida.

Inhibicién directa de las enzimas como la topoisomerasa, encargadas de
mantener la integridad del DNA.?°

Nifurtimox

L
Nx N N
IR A®

Benznidazol

Figura 4. Farmacos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Otros enfoques promisorios incluyen inhibidores de la cruzipaina (una proteasa

dependiente de cisteina, esencial para la supervivencia del T.cruzi). Inhibidores del

metabolismo del tripanotién (analogo del glutation, sélo presente en tripanosomatideos).

Inhibidores de la biosintesis de fosfolipidos y acidos nucleicos (captura y metabolismo

de purinas), asi como del metabolismo de polifosfatos, e inositol en este parasito.



III. ANTECEDENTES

3.1 Tripanosomiasis Americana

Es una enfermedad parasitaria causada por un hemoflagelado, el Schyzotrypanum
cruzi (Tripanosoma cruzi) que es transmitido al hombre por las deyecciones de triatominos
vectores hematéfagos de habitos nocturnos. La enfermedad de Chagas, causada por el
protozoario patégeno Trypanosoma cruzi €S una antropo-zoonosis que constituye la mayor
carga parasitaria del continente Americano: hay 16-18 millones de personas ya
infectadas en Ameérica Latina y cerca de 100 millones (25% de la poblacion del sub-
continente) expuestas al riesgo de infeccion. Se ha estimado que esta dolencia
parasitaria es responsable de la pérdida de aproximadamente 3 millones de afios
laborables efectivos por morbilidad y 50,000 muertes cada afio. La enfermedad
indigena de América, fue descrita en Brasil en 1909 por Carlos Chagas y reconocida en
nuestro pais por primera vez en 1940, cuando Mazzotti informé de los primeros casos en

el estado de Oaxaca.®

3.2 Epidemiologia y enfermedad de Chagas en México.

Se estima un total de entre 16 y 18 millones de personas infectadas en 18 paises
de Latinoamérica. Se pueden evidenciar diferencias importantes entre los paises
latinoamericanos, por ejemplo, en Bolivia aproximadamente el 20% de la poblacion esta
infectada, ésto es cerca de 1.2 millones de personas. En Brasil, el porcentaje de la
poblacién infectada es del 1.3%, lo que significa aproximadamente 5 millones de

personas.

Argentina, Honduras, Paraguay y el Salvador presentan porcentajes entre el 5%y
el 10% de la poblacién infectada con la enfermedad, mientras que el porcentaje en Chile,
Colombia, Ecuador y Venezuela esta entre el 1% y el 5%. Otros paises como México y
Nicaragua presentan un porcentaje de infeccion menor al 1%.

En Estados Unidos, la infeccidbn se encuentra mas frecuentemente asociada a

inmigrantes de México, Centro América y América del Sur.



Se estima que existe en Estados Unidos entre 100 mil y 675 mil inmigrantes
latinoamericanos infectados con el mal de Chagas.’

La enfermedad de Chagas tiene alta prevalencia en zonas rurales tropicales y
subtropicales, generalmente en zonas con altitud sobre el nivel del mar por debajo de
1380 m, donde prosperan las mas de 100 especies de insectos vectores Triatoma,
Rhodnius y Panstrongylus .

En México, durante 25 afios se consideré que la enfermedad de Chagas era
exotica, con casos aislados de la forma inicial parasistémica y por razones desconocidas
no habia Chagasicos crénicos con cardiopatia irreversible, a pesar de las observaciones
clinicas aisladas, no confirmadas, de posibles miocardiopatias dilatadas de origen

Chagasico.?

Descrita por primera vez en 1949, esta enfermedad se distribuye en practicamente
todos los estados de la Republica Mexicana. Aunque de importancia epidemioldgica,
segun lo indica la Encuesta Nacional Seroepidemiolégica (ENSE) realizada en 1990,
parece estar situados en el sureste mexicano particularmente en Chiapas, Oaxaca,
Veracruz y Guerrero. Sin embargo, la deteccion de los casos agudos no corresponde
exactamente con la distribucidn serologica antes mencionada, ya que estados como
Yucatan Jalisco y Zacatecas, que son algunos de los que poseen el mayor niumero de
casos descritos, mostraron seroprevalencias muy bajas. Hasta 1990 se tenian
identificados aproximadamente 300 casos agudos y un numero similar de pacientes con

cardiopatia Chagésica cronica.’

3.3 Trypanosoma cruzi

3.3.1 Agente etiologico: Trypanosoma cruzi.

La clasificacion sistematica de estos pardsitos es la siguiente:
e Reino: Protozoa.
e Phylum: Euglenozoa.
e Clase: Kinetoplastida.
e Orden: Tripanosomatida.

e (Género: Tripanosoma.



Otros esquemas consideran que el Orden es Kinetoplastida y la familia es
Trypanosomatidae. Los Kinetoplastida son flagelados con 1 o 2 flagelos que se
originan de una abertura conocida como bolsa flagelar, normalmente contienen una
estructura prominente y paraflagelar conocida como cinetoplasto que corresponde a una
condensacion de DNA localizado en el interior de una Unica mitocondria que esta
ramificada por todo el cuerpo del parasito. Otras estructuras caracteristicas de estos
organismos son organelos especializados, tipo peroxisomas, conocidos como glicosomas
y la presencia de microtibulos subpeliculares.

En funcién del comportamiento del parésito, principalmente en el vector, el género
trypanosoma se ha dividido en dos grupos. El primero, llamado stercoraria, incluye los
tripanosomas que se desarrollan en el tubo digestivo del vector, progresando en el
sentido de la porcion intestinal con liberacién de las formas infectivas con las heces. En
este grupo tenemos a T. cruzi y T. lewisi. El segundo grupo, llamado salivaria, incluye
tripanosomas que se desarrollan inicialmente en el tubo digestivo y posteriormente
atraviesan el epitelio digestivo y llegan a las glandulas salivales, donde las formas
infectivas son inoculadas mecanicamente. En este grupo se encuentran: T. brucei, T.

congolense y T. rangeli."

3.3.2 Ciclo Evolutivo de Trypanosoma cruzi.

Trypanosoma cruzi €S un parasito unicelular que altera su vida entre dos
hospedadores multicelulares, uno invertebrado y otro vertebrado, presentando un ciclo
de vida digenético. En funcion de la forma general de las células (esférica, periforme o
alargada), la posicion relativa entre el nucleo y el cinetoplasto (anterior, lateral o
posterior), la manera de salida del flagelo (central o lateral), se definen las siguientes

formas evolutivas para los tripanosomatideos (Figura 1)

Epimastigote: (20 a 40 um x 2 a 5 um ) forma elongada en la que el flagelo se
origina préximo y por delante del nucleo, emerge por un costado del cuerpo arrastrando
la membrana citoplasmatica en un corto trayecto, dando la imagen de una membrana

ondulante corta y se libera por el extremo anterior. Este estadio se desarrolla en el vector



y en cultivos axénicos y constituye una de las formas proliferativas del T. cruzi. Es

también la forma de mas facil cultivo “in vitro”

Amastigote: (con un diametro 2 - 4 um ) forma esférica u ovalada que carece de

flagelo libre; estadio de localizacion intracelular y replicativo en el mamifero.

Tripomastigote: (20 a 25 um x 2 a 4 um) forma elongada con el cinetoplasto
situado por detras del nucleo; el flagelo nace en su proximidad y emerge por un costado
del cuerpo, se libera por el extremo anterior creando la imagen de una membrana
ondulante de importante extension. Este estadio est4 presente en la circulacion del
mamifero (tripomastigote circulante) y en la ampolla rectal del vector (tripomastigote
metaciclico), en cultivo de células y en el espacio intracelular del hospedador vertebrado,
carece de capacidad replicativa. También se puede encontrar una forma llamada
esferoamastigota (en el estbmago del insecto vector y en determinadas situaciones

experimentales in vitro).'*

Mucleo

A lmm

Flagelo
Epimastigote Tripomastigote Amastigote

Figural. Esquemas representativos de los estadios de Trypanosoma cruzi (tomada de: the

kiss of death, University of Texas at Arlington 1998)



3.3.3 Ciclo de transmision de Trypanosoma cruzi.

La principal via de transmision del Trypanosoma cruzi entre sus hospedadores es
la transmisién vectorial (a través del vector), en la cual se pueden distinguir tres

importantes ciclos: el ciclo silvestre, el ciclo doméstico y el ciclo peridoméstico.

Ciclo silvestre: De naturaleza eminentemente zoonoética, donde el protozoario
circula, desde hace millones de afios, entre vectores y reservorios silvestres a lo largo de
la mayor parte del continente americano. Los ecotopos (ecosistemas) primitivos de T.
cruzi son muy diversos, encontrdndose en los desiertos norteamericanos, altiplanos
andinos, florestas amazonica y atlantica.

La tripanosomiasis silvestre prefiere ambientes ecoldégicamente cerrados o
semiabiertos, variando en las proporciones de hospederos a vectores dependiendo de
una serie de factores como el clima, altitud y humedad de caracteristicas fauno floristicas
y de la disponibilidad de alimentos. En este contexto se encuentra en toda América,
albergandose el parasito, en mamiferos de medio y pequefio tamafo y asi como en los

insectos vectores.

Ciclo doméstico: La enfermedad de Chagas corresponde a una situacion mucho
mMas reciente en el contexto histérico, definido por factores antroponéticos y haciendo del
hombre uno de los ultimos reservorios naturales de T. cruzi. En el ciclo doméstico el
hombre sobresale como principal reservorio de la infeccion, llevando el parasito hacia las

zonas urbanas y hacia nuevas regiones y paises no endémicos.

Ciclo peridoméstico: en este ciclo intervienen mamiferos (roedores domesticos,
marsupiales, gatos, perros) que libremente entran y salen de las residencias y los
triatomas silvestres que son atraidos por la luz de las casas y por el alimento. Este ciclo

sirve de union a los ciclos silvestre y doméstico.*?



3.4 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

3.4.1 Intravectorial

El ciclo biolégico de T. cruzi con el hospedador invertebrado, se inicia cuando la
sangre de animales infectados es ingerida por el insecto. En el tracto intestinal, las
formas tripomastigotes se transforman a esferomastigotes y epimastigotes, que se
dividen por fision celular. Algunos epimastigotes migran a la parte terminal del intestino y
a los tubulos de Malphigi. Por una adhesién al epitelio intestinal medio y posterior, los

epimastigotes son transformados en tripomastigotes metaciclicos.

La metaciclogénesis es activada por adenil ciclasa presente en la membrana
plasmética de los epimastigotes. También se ha considerado que la orina del insecto,
descargada en el saco rectal, via tubulos de Malpighi, estimula la metaciclogénesis. El
AMPc presente en la orina puede ser uno de los factores de la estimulacion. El ciclo de

vida intravectorial de T. cruzi se completa en aproximadamente de 2 a 4 semanas. **

3.4.2 En reservorio vertebrado.

El ciclo evolutivo del T. cruzi, en el hospedero vertebrado, comienza cuando las
formas tripomastigotes y epimastigotes son eliminadas en las heces y en la orina del
insecto vector y son inoculadas en la piel o mucosas del vertebrado. Las formas
tripomastigotes pueden, potencialmente infectar todas las células nucleadas.

Por su parte, los epimastigotes que se encuentren en el area son fagocitados por
células con capacidad fagocitica, y son rapidamente digeridos. Después de penetrar en
la célula hospedera, las formas tripomastigotes pueden ser encontradas en el interior de
una vacuola, llamada vacuola parasitéfora; donde los organelos del sistema lisosomal de
la célula hospedera se aproximan a la vacuola y se funden con ella incorporando sus
membranas a la membrana de dicha vacuola y descargando su contenido al interior de la
misma que se torna &cida. Asi se lleva a cabo la diferenciacion de las formas de
tripomastigote hacia la forma amastigote, la cual se inicia con el cambio hacia una forma

redondeada, que hace que el flagelo quede todo asociado al cuerpo.



IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
HIPOTESIS

La sintesis y evaluacion in vitro de los derivados fenilhidrazinicos en diferentes
cepas de T cruzi., permitira determinar la diferenciacidn entre cepas, asi como la
sensibilidad y variabilidad de las mismas a los compuestos evaluados y con ello
contribuir al disefio de nuevos farmacos para la enfermedad de Chagas.

Para confirmar esta hipotes, los objetivos trazados fueron los siguientes:

OBJETIVOS

&2 Desarrollar una ruta de sintesis para la obtencién de nuevos derivados de 1-{[(5-
Ri-tiofen-; furan)-2-il]-metilen}-2-(o-; p-Ry)fenil hidrazona. R{= H, NO, y R»= (o-; p-
)Br, Cl, F, NO2; H

&2 Caracterizar los nuevos derivados por medio de técnicas espectrométricas, como :
Espectrometria de Masas, Resonancia Magnética Nuclear (de 'H, *C y estudios

bidimensionales) e Infrarrojo.

i Evaluar in vitro la actividad trypanocida de los derivados de 1-{[(5-R-tiofen-;
furan)-2-il)jmetilen}-2-(o-; p-R>)fenil hidrazona en epimastigotes y tripomastidotes

sanguineos de la cepa Cl-Brener y NINOA, respectivamente de Trypanosoma cruzi.

@i Evaluar in vitro la actividad trypanocida de los derivados 1-[(5-Rs-tiofen-2-
ilmetilen]-2-(o-; p-Rz)fenil hidrazona en tripomastigotes sanguineos de dos diferentes

cepas (NINOA y INC-5) de Trypanosoma cruzi.
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V. PARTE EXPERIMENTAL

5.1Parte quimica

Este trabajo se divide en dos partes. Primero, la parte quimica que comprende el
método sintético de los 19 derivados de la 1-{[(5-Rs-tiofen-; furan)-2-il]-metilen}-2-(o-; p-
Rz)fenil hidrazona, efectuandose por medio de una ruta sintética de tres pasos, de
acuerdo a la Figura 5.

La segunda parte, la parte biologica, describe las pruebas de actividad

antichagasica a que fueron sometidos los compuestos obtenidos.

/\ AC0 /\
H ——— OAc
X HNO, O,N X .
o) OAc S0
X=S0 é;o 3
/\
o x
R1 o)
s} II
/@\/N H %
Z SN | -
X 7
p NHNH,
7\
I Ry
R4= -H, NO,
R, = (0-;p-)Br, Cl, F, NO, ,H

Figura 5. Ruta general de sintesis de los derivados de 1-{[(5-R;-tiofen-; furan)-2-iljmetilen}-
2-(0-; p-R2)fenil hidrazona



Obtencion del 1-[5-nitro(tiofen-; furan)-2-il]diacetato.

/ \ H —>ACZO / \ OAc
X HNO5 O,N X
O OAc
X=5,0
I r

En un matraz de dos bocas provisto de agitacibn magnética y refrigerante, se
coloca 7.1 mmol del respectivo carboxaldehido (CsH4s0S y CsH40>) , disuelto en 1.4 ml
de Ac,0; la mezcla de reaccion es enfriada a una temperatura de —5°C, y enseguida se
adiciona gota a gota una mezcla de 0.8ml (19.0 mmol) de acido nitrico en 4.7 ml (0.05
mol) de anhidrido acético; se deja a temperatura ambiente durante cinco horas y al
término de este tiempo se coloca el matraz en hielo y se adiciona agua fria hasta
obtener un precipitado el cual se filtra y seca , Se obtiene el compuesto correspondiente

(I'), con rendimiento del 75 %, y punto de fusion no corregido.

Obtencion de 5-nitro(tiofen-;furan)-2-carbaldehido

I\ on I\,

H,SO
_Z_J_>
02N X HZO OZN X
OAc R1 o)

: II

En un matraz de dos bocas, provisto de agitacion magnética y sistema de reflujo se
colocan 7.1 mmol del diacetato correspondiente (I’), al cual se le adicionan 3.0 ml de

aguay 0.6 ml de H,SO4. La mezcla se calienta en bafo de vapor durante tres horas vy al



término, se enfria en bafo de hielo, para obtener un precipitado el cual se filtra y
recristaliza con una mezcla de EtOH/Eter. Se obtiene el derivado (Il) [(5-nitro-2-

tiofenaldehido (IIa) y 5-nitro-furfuraldehido (I1Ib)]. Con un rendimiento del 50%.

Obtencion del 1-{[(5-Rs-tiofen-; furan)-2-il]-metilen}-2-(0-; p-Rz)fenil hidrazona

NHNH, X
0]
.
IT Rz IIT X |
AN
RJ
IIIa, cuando X=S
IIIb, cuando X= 0
R1= H, N02

R, = (0-;p-)Br, Cl, F, NO,

Se disuelven 9.0 mmol del carboxaldehido correspondiente (II, R1= H, NO,) en 50
ml de EtOH y con agitacién constante se agregan 9.0 mmol del hidrato de hidrazina [Ry=
(o-,p-)CI, Br, NO,, F; H] correspondiente, previamente disueltos en la cantidad necesaria
de agua destilada. Al terminar la adicion; la mezcla se deja reposar por espacio de 30
minutos, el precipitado obtenido se filtra, se lava con EtOH tibio y agua; se deja seca. Los
productos se obtuvieron con rendimientos entre el 50 y el 96%, con punto de fusién, no

corregido, los datos completos se presentan en las tablas 1y 2.
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5.1 Parte biolégica

Para determinar la actividad trypanocida de los compuestos se realizaron ensayos

in vitro con epimastigotes y tripomastigotes sanguineos de T. cruzi.

- Evaluacion in vitro de los derivados 1-{[(5-R-tiofen-; furan)-2-il]-metilen}-2-[0-; p-
R2)fenil hidrazona en epimastigotes y tripomastigotes sanguineos de Trypanosoma

cruzi.
&2 Material bioldgico

Para el ensayo con epimastigotes se utilizo la cepa Cl-Brener (Brasilefia)estandar y
para los tripomastigotes sanguineos se utilizdé la cepa NINOA aislada de un caso

humano agudo de Oaxaca.
&2 Técnica

Los ensayos para determinar la posible actividad tripanocida de los compuestos se

llevan a cabo en dos etapas.

- Primera Etapa: Se utiliza un cernimiento con epiamstigotes de cultivo. En un
placa de cultivo celular se coloca lo siguiente: medio LIT (infusién de higado triptosada) a
un volumen final de 300 pL, epimastigotes (500,000 parasitos por pozo la cuenta se
realiza en un hematocitometro) y finalmente se afnaden los compuestos a la
concentracion requerida (82 pug/mL-332 ug/mL) previamente se pesan y se diluyen en
etanol. En esta prueba el disolvente alcanza una concentracion final de 0.3 %, es decir 1
WL de la solucion en 300 pL del medio. A continuacion la placa se cubre, se coloca en la
camara de humedad y se incuba a 4°C por 24 hrs.

En cada ensayo se colocan dos blancos: uno que contiene parasitos con medio de
cultivo y otro con parasitos, medio de cultivo y disolvente sin el compuesto. Se agrega
también, para prueba de control positivo violeta de genciana a una concentracion de 100
Mg/mL. Todas los ensayos se corren por duplicado y la cuenta de parasitos se realiza en

un hematocitémetro.



- Segunda etapa: Los compuestos que muestran una actividad importante en la
etapa anteriormente descrita, se prueban entonces en un ensayo también in vitro pero
utilizando, la forma de tripomastigote sanguineo. Esta técnica es similar a la anterior
siendo la unica diferencia, que en este ensayo se emplea medio RPMI en lugar de LIT.
Los parasitos se obtiene de la sangre de ratones infectados y la cantidad que se utiliza
es de 50,000 por pozo.



- Evaluacioén in vitro de los compuestos 1-[(5-Rs-tiofen-2-il)-metilen]-2-(0-; p-Rz)fenil

hidrazona en tripomastigotes sanguineos de T.cruzi.
&2 Material bioldgico

Para el ensayo con tripomastigotes sanguineos se utilizaron las cepas INC-5,
procedente del estado de Guanajuato y la cepa NINOA del estado de Oaxaca, ambas
provenientes de pacientes humanos en fase cronica. Los tripomastigotes metaciclicos

fueron inoculados via intraperitonial a los ratones.
& Técnica®®

Se utilizaron ratonas Cd1 de 20 a 25 g de peso, las cuales fueron inoculados con
1x10* de tripomastigotes sanguineos (Tr.s), de las Cepas INC-5 y NINOA en fase crénica
de la enfermedad de Chagas. Posteriormente la sangre infectada es obtenida por
puncion cardiaca en el pico maximo de parasitemia (4 x 10° Tr.s) de los animales,
siendo diluida con solucion salina fisiologica estéril (SSF). Las evaluaciones se realizan
en placas con 96 pozos. A cada uno de los pozos se le agrega 195 ul de la sangre
infectada (2 x 10 ® parasitos /ml), y se incorporara 5 pl de la solucién de los compuestos
a evaluar disueltos en DMSO, con una concentracion final de 500 pg/ml.

Las placas se mantienen a 4°C por 24 h. y la concentracion de parasitos se evalua
por el método de Pizzi usando un microscopio 6ptico a 40 X. La reduccion de la
concentracion del parasito (lisis del parasito) se determina por comparaciéon con los
parasitos sin tratar.

El control positivo a la lisis de los protozoarios es el cristal violeta (7.5 pyg/ml), se
utiliza como control para el disolvente DMSO (2.5% v/iv DMSO). Se determina el efecto
del Radanil®, y Lampit® como farmacos de referencia para los compuestos evaluados. Se

realizan los experimentos por triplicado.
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Tabla 10. Abundancia relativa de los fragmentos mas importantes de los derivados de 1-
[(56-R+-furan- 2-il)metilen]-2-(o-; p-R2)fenil hidrazona

Porcentaje de abundancia relativa (%)
R, H NO;
R>
Fragmentos m/z p-Br p-CI O-NOZ H p-Br p'CI O-NOZ o-F H

M* 100 100 100 100 100 100 100 100 100
[M+2]+(*) 968 325 *kkk *kkk 975 337 *kkk *kkk *kkk
M-17* 25 43 1.2 5.6 1.3 e e e 2.0
[M-1 7]+ *kkk *kkk *kkk *kkk 43 63 *kkk 32 56
[M_29]+ 93 125 *kkk 137 *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
[M_47]+ *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk 1 2 *kkk 51 44
[M_68]+ 25 43 *kkk 25 *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
[M_74]+ *kkk *kkk *kkk *kkk 1 2 25 *kkk 57 56
[M_R2]+ 38 25 20 *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
[M-(C3H30+Ry)" | 25 3.7 e 5.0 3.1 7.5 e 127 118
[91+R,] 325 425 25 218 325 475 106 356 275
[M_(46+R2)]+ *kkk *kkk *kkk *kkk 1 OO 50 20 44 *kkk
[76+R,]'T 93 125 **  10.6 14.4 18.1 ** 16.0 22.5
[M-(91+R)]" 106 6.3 7.5 e e 1.2 5.0 e 3.7
[M-(75+Ry)]" 20 3.1 e b 14.4 8.7 6.8 25 e
[65+R,]" 8.1 25 e 144 5.6 212 e 28.6 18.1
91 33.7 56 6.2 13.1 22.0 5.0 6.2 43
63 120 6.2 6.2 7.0 5.6 3.7 5 e 2.0
75 6.2 6.8 2.0 i 3.1 5.6 o 3.2 e
39 13.7 125 175 56 2.5 1.2 7.0 25 56

(*) Contribucién isotépica de Bry Cl
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- Discusion de los Mecanismos Generales de Fragmentacion para los compuestos
de las series IlIa, 1-10 y IIIb, 1-9.

1. lon Molecular

El ion molecular M™, se presenta como pico base en la mayoria de los derivados
1-{[(5-R+-tiofen-; furan)-2-iljmetilen}-2-(0-; p-Rz)fenil hidrazona, para ambas series, con
una abundancia relativa del 96 al 100%, con lo cual se confirma su estabilidad como
radical i6nico, existiendo una relacion de abundancias de [M+2]" con respecto al ion
molecular correspondiente a la esperada, debido a la contribucién isotopica por la

presencia de los atomos -Br y -Cl en la molécula de origen. Ver Esquema No.1

Esquema No.1

2. Formacioén del fragmento m/z [M-1]", [M-(H)]"

El fragmento de m/z [M-1]" se origina en ambas series a partir del ion molecular,
debido a la pérdida del hidrogeno iminico, dando origen al lon de m/z [M-1]" . El

mecanismo de fragmentacion propuesto se ilustra en el Esquema No.2.



/ \ + ) H /@\/+
R X /N<\'/~H/ R X ANy
Ry Ry
M* m/z [M-11", [M-(H)]*

Esquema No.2

3. Formacién del fragmento m/z [M-47]"; [M-(HNO_)]"

El fragmento de m/z [M-47]" se origina en ambas series a partir del ion molecular,
s6lo cuando R1= NOy; este se obtiene a cabo mediante la ruptura homolitica del enlace
entre el grupo nitro y el carbono 5” (NO,-C») y la transposicion del hidrogeno vecino al
carbono 57, para dar lugar a la eliminacién acido nitroso (-HNO3) y la generacion de un
triple enlace entre los C4-Cs. EI mecanismo de fragmentacion propuesto se ilustra en el

Esquema No.3.

miz [M-47]* [M-(HNO,)I*

Esquema No.3
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4. Formacién del fragmento m/z [M-(75+R2)]"

Este fragmento de m/z [M-(75+R;)]" se origina de igual manera en ambas series a
partir del ion molecular, mediante una ruptura homolitica entre el enlace del nitrogeno 3’ y
el carbono 1 (N3-C4), y la transposicion de un hidrégeno del anillo aromatico que se
elimina de la molécula. EI mecanismo de fragmentacion propuesto se presenta en el

Esquema No. 4.

> /@\/N\ —‘t

M* m/z [M-(75+R,)]*

Esquema No.4
5. Formacion de los fragmentos m/z [91+R;]"

El fragmento de m/z [91+R]" se origina a partir del ion molecular mediante una
ruptura homolitica en el enlace hidrazinico (N2-N3'), donde el nitrdgeno 3’ queda cargado
positivamente, generando asi el lon de m/z [91+R,]" El mecanismo de fragmentacién

propuesto se ilustra en el Esquema No 5.

.
NH

I\ 9.
RDV/@*N./” /

1 X 3 |
7 PAN
| i
M* RZ/ = m/z [91+R,]*

Esquema No.5



6. Formacion del fragmento m/z 91.

El fragmento de m/z 91 se origina a partir del fragmento m/z [91+R,]" por la
perdida del sustituyente (-Rz), generando el lon de m/z 91. El mecanismo de

fragmentacién propuesto se presenta en el Esquema 6.

NH NH
-R
% / O
RIS
m/z [91+R,]" m/z 91

Esquema No.6

7. Formacién del fragmento m/z [64+R;]"
El fragmento de m/z [64+R,]" se origina a partir del ion de m/z [91+R,]" mediante

la pérdida de acido cianhidrico (-HCN), originando un radical catiénico de estructura

ciclica. EI mecanismo de fragmentacion propuesto se observa en el Esquema 7.

(NH K NH) .

= + ( J \
R | . | Rz/\ /
A /
R2 R2
m/z [91+R,]* m/z [65+R,]"

Esquema No. 7
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8. Formacién del fragmento m/z [M-(91+R2)]*

La formacion de dicho fragmento, en ambas series, se origina a partir del ion
molecular por una ruptura homolitica entre el enlace del nitrégeno-2’ y nitrégeno-3’ (No-
N3), y la transposicidn de un hidrogeno vecino al N2, generando un radical catiénico de

m/z [M-(91+R,)]". El mecanismo de fragmentaciéon propuesto se ilustra en el Esquema

No. 8.
Wﬁz\', AN
R X /N Ri X Z

1)
-

/@\/NH

m/z [M-(91+R,)]*
Esquema No 8.

9. Formacién del fragmento m/z [76+R2]"

Este fragmento se origina en ambas series a partir del ion molecular por una
ruptura homolitica entre el enlace del nitrégeno-3’ y el carbono-1 (N3-C+), dando origen al
ion m/z [76+R2]". El mecanismo de fragmentacion propuesto se presenta en el Esquema
No.9.
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Esquema No.9

10. Formacién de los fragmentos m/z [M-84]"; [M-(C4H4S)]*; [M-68]"; [M-(C4H40)]"

La formacion de los iones m/z [M-84]" y [M-68]" se originan a partir del ion
molecular, sélo cuando R{= H, en ambas series (IIla y IIIb), llevandose a cabo una
ruptura homolitica entre el enlace de C,-Cy y la transposicion de un hidrogeno del anillo
aromatico eliminado, volviéndose a ciclar la molécula y dando origen a los iones
mencionados. El mecanismo de fragmentacion propuesto se ilustra en el Esquema No
10.

m/z [ M-84]" cuando X=S, Ry=H
m/z [M-68]* cuando X= O, Ry= H

Esquema No 10

11. Formacién del fragmento m/z 75

Dicho fragmento se origina en ambas series, s6lo cuando R, = p-Br, Cly o-F y es

a partir del ion m/z [76+R,]", que se observa la pérdida del fragmento (-HRy),



generandose el ion de m/z 75. Se propone el mecanismo de fragmentacién en el

Esquema No11.

+ +
‘HR,
R )
m/z [76+R,]* m/z 75*

donde R, = p-Br, Cly o-F

Esquema No.11

AP
Fragmentos particulares:

» Formacion de fragmentos cuando X=S; R;= H, NO;
12. Formacién del fragmento m/z [M-33]"; [M-(SH)]"

El fragmento de m/z [M-33]" se origina a partir del ion molecular, al transponerse
un hidrégeno del anillo heteroaromatico (Cs-) y la ruptura B al heteroatomo (C»-S), para
posteriormente volverse a ciclar y eliminar —SH y dar origen a un radical cationico de m/z

[M-33]". Se propone mecanismo de fragmentacion en el Esquema No.12 .



m/z [M-33]* [M-SHJ*

Esquema No.12

13. Formacién del fragmento m/z 45

El ion de m/z 45 se genera a partir de la ruptura homolitica entre el enlace del
Cs’-S y la ciclaciéon del mismo, dando un intermediario (M*), en el cual posteriormente se
llevara acabo una ruptura del hidrégeno 3 con respecto al nitrégeno (N2), dandonos asi

el fragmento mencionado. Cuando R4= NO, se sigue el mecanismo de fragmentacién



propuesto en el inciso a) y cuando Ri= H se sigue el mecanismo del inciso b), ambos

mecanismos de fragmentacion se muestran en el Esquema No 13.

a)
//, +
o N/I@VN\NH - . s /N\NH o S=CH
2 L, @ 02N Cs+ \\_
P N~ m/z 45
™ S |
R2/ +\1 RZ/\
M* (M%)
b)
\\ AN .
NS \ N S=CH
H™ S ™ "N =y Ngy N v
P = m/z 45
RZ/\ +\1 RZ/\
M (M)

Esquema No.13

» Formacion de fragmentos cuando X= O, R;= H, NO,



14. Formacién de los fragmentos m/z [M-29]*; [M-(CHO)]" y [M-74]"; [M-(CO+NO;)]"

Los iones de m/z [M-29]" y [M-74]", se generan a partir del ion molecular, cuando
R1= H y NO,, respectivamente; se puede observar la ruptura a al heteroatomo (C»-0),
volviéndose a ciclar la molécula para obtener los fragmentos con m/z [M-29]" y [M-74]".

El mecanismo de fragmentacién propuesto se ilustra en el Esquema No.14.

i

/@‘/\B\/N B /&/N NN

R @\\ =z \NH Ri ’+O\V = \NH [—— = \NH
= 7z

+e

g "] ")
Ry S R2 S Ra >
m* (M*) m/z [M-29]* [M-(CHO)]*

cuando R4=H
m/z [M-74]* [M-(CO+R,)I*
cuando R4=NO,

Esquema No.14

15. Formacién del fragmento m/z [M-17]*; [M-(OH)]*

El ion de m/z [M-17]" se genera a partir del ion molecular, solo cuando Ry= NO; se
verifica la pérdida del hidroxilo (-OH), dando lugar al ion de m/z [M-17]". El mecanismo

de fragmentacion se propone en el Esquema No.15

\\\\\\\\:\_/ o§+
=i Th
N* o Z -OH o = \NH

O// Er
=
M* > |
RS RZ/

m/z [M-17]*, [M- (OH)J*

Esquema No.15



16. Formacién de los fragmentos m/z [M-56]", [M-(C3H40)]"y [M-101]", [M-
(C3H3ONO;,)]*

Estos fragmentos se generan a partir del ion molecular, cuando el sustituyente es
R1= Hy NO,, respectivamente, y son debidos a un ruptura a al heteroatomo (C,"-O) y a
la pérdida de un hidrégeno del anillo aromatico, volviéndose a ciclar nuevamente la
molécula para asi obtener los iones de m/z [M-56]", [M-101]", respectivamente. El

mecanismo de fragmentacion propuesto se propone en el Esquema No.16.

m/z [ M-56]" cuando R4=H
m/z [ M-101]* cuando R4=NO,

Esquema No.16



Patron General de Fragmentacion para los derivados 1-[(5-R4-tiofen-2-il)metilen]-

2-(0-; p-Ry)fenil hidrazona.
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Patréon General de Fragmentacion para los derivados 1-[(5-R;- furan-2-il)metilen]-2-

(o-; p-Rz)fenil hidrazona.
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6.2 Resultados de la parte biolégica:

- Ensayos de sensibilidad de epimastigotes, en la cepa Cl-Brener de T.cruzi de los

compuestos serie III a (1-10) y serie III b (1-9).

Debido a la relativa facilidad con la que se pueden cultivar los epimastigotes y su
sensibilidad a la acciéon de los farmacos, hacen un modelo excelente para evaluar la
actividad de los compuestos sintetizados. Como se ilustra en las Tablas 11 y 12 a los
compuestos que presentaron un porcentaje menor del 50 %, asi como a los derivados
con una mejor actividad Illa-4, IIIa-5, I1Ib-1, I1Ib-2 y IIIb-4; estos compuestos no
contienen en su estructura molecular el grupo nitro, a diferencia de los derivados Illa 6-
10 y IIIb 6-9, los cuales no presentan una buena actividad, lo cual nos sugiere que la
actividad probablemente no este asociada al grupo nitro, tal vez se deba a la presencia

de grupos electroactractores en el anillo aromatico.

Se observa que los compuestos de la serie IIla presentan actividad tripanocida a
concentraciones menores (166 g/ml), en contraste con los compuestos de la serie IIIb en
donde se tuvo que manejar dos concentraciones debido a que algunos compuestos,
presentaron problemas de solubilidad.

Sorprendentemente, los compuestos I11a-5 y I11b-4 que no poseen ni sustituyentes
halogenados, ni grupo nitro en su estructura, resultan ser muy activos, por lo que el

comportamiento de estos difiere de los otros compuestos de la serie.

En la Tabla 13 se reportan a los cinco compuestos reevaluados a concentraciones
menores, con el fin de observar si aun poseen actividad a concentraciones menores de
los cuales es importante destacar a IIIa-5 y IIIb-2 los cuales presentaron actividad a

concentraciones pequefas de 16 ug/mL y 50 ug/mL, respectivamente.
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Tabla 11. Ensayo de sensibilidad de epimastigotes de T. cruzi para los derivados de1-

[(5-R1- tiofen-2-il)metilen]-2-(o-; p-Rz)fenil hidrazona. (Serie IlIa, 1-10)

R, H NO,
R2 p-Br | p-Cl |0-NO;| o-F H p-Br | p-Cl |0-NO,| o-F H
Compuesto |IIIa-1|III a-2 | III a-3 | III a-4 | III a-5||III a-6 | III a-7 | I1I a-8 | III a-9 | III a-10
Concentracion
pg/mL 166 166 166 166 166 166 166 166 166 166
Crecimiento
% 87 89 70 0 0 48 29 91 43 55

Tabla 12. Ensayo de sensibilidad de epimastigotes de T. cruzi para los derivados de1-

[(5-R1- furan-2-il)metilen]-2-(o-; p-R2)fenil hidrazona. (Serie IIIb, 1-9)

R1 H No2
R, p-Br | p-Cl | 0-NO; H p-Br | p-Cl |0-NO,| o-F H
Compuesto | III b-1 | III b-2 | III b-3 | III b-4 || III b-5 | ITI b-6 | I1I b-7 | III b-8 | III b-9
Concentracion
ug/mL 333 166 166 333 333 166 166 333 333
Crecimiento
% 0 0 65 0 57 66 61 63 9.3

Los compuestos que presentaron una importante efectividad contra los
epimastigotes (III a-4, IIT a-5, III b-1, III b-2 y III b-4) fueron re-evaluados a

concentraciones menores. Los resultados se presentan en la Tabla 13.



Tabla 13. Ensayo de sensibilidad de epimastigotes de T.Cruzi a concentraciones menores de

los compuestos, III a -4, III a-5, III b-1, IIT b-2 y III b-5.

% Crecimiento
Concentracion
pMg/mL 166 16 1.6 0.16
Compuesto
II1 a-4 0 80 100 100
III a-5 0 25 82 100
Concentracion
pMg/mL 333 200 100 50
Compuesto
111 b-1 0 0 2.6 19.7
I1I b-2 0 0 0 6.9
I11 b-4 0 0 2.9 30.5

- Ensayos de sensibilidad de tripomastigotes sanguineos, en la Cepa NINOA de
T.cruzi de los compuestos III a -4, III a-5, I1I b-1, III b-2 y III b-5.
Los compuestos anteriores fueron también ensayados con tripomastigotes sanguineos,

los resultados se exhiben en la Tabla 14.

De donde sélo los compuestos Illa-4 y Illa-5 siguen presentando una buena
actividad, al ser ensayados con tripomastigotes sanguineos, de la Cepa NINOA de
T.cruzi; en contraste con los compuestos de la serie b (IIIb-2 y IIIb-4 ) que solo

presentaron un efecto parcial sobre estos mismos.



Tabla 14. Ensayo de sensibilidad de tripomastigotes sanguineos de T.Cruzi de los

compuestos, III a -4, III a-5, III b-1, III b-2 y III b-4.

Compuesto I11 a-4 IIT a-5 111 b-1 IIT b-2 111 b-4
Concentracion
ug/mL 166 166 333 333 333
Crecimiento
% 6.25 6.25 100 51 45

- Ensayos de lisis de tripomastigotes, en las cepas INC-5 y NINOA de T.cruzi de los

compuestos serie III a (1-10)

En la Tablas 15 y 16, asi como en las figuras 6 y 7 se indican los resultados de la
prueba tripanocida in vitro contra Trypanosoma cruzi de los compuestos sintetizados ademas

del Nifurtimox y Benznidazol como farmacos de referencia.

En estos datos notamos que a la concentracion de 125 yg/ml existe un menor numero
de compuestos con una actividad superior a los dos farmacos de referencia. sin embargo
para una concentracién de 62 pg/ml se encuentra un indice mayor de compuestos ( I1Ia-1,
IITa- 3, Illa- 4, IIIa- 5, Illa- 6, IIIa- 7 y IIIa- 10) con mayor actividad a la de los farmacos
de referencia, es importante notar que los compuestos de la serie I1Ia presentan una mejor
respuesta biolégica que el farmaco de uso clinico Benznidazol, este comportamiento de los

compuestos fue evaluado en la cepa INC-5 de T. cruzi.

Para el caso de la cepa NINOA, notamos que el compuesto IlIa-1 resulté tener una
mayor actividad que el Benznidazol y Nifurtimox, aunque soélo en las concentraciones

mayores (125 ug/mly 62 ug/ml )como se puede observar en la Tabla 16.



Se hace notar que los tripomastigotes de la Cepa INC-5 son mas sensibles a lisis con
la mayoria de los compuestos sintetizados, en contraste con la Cepa NINOA en donde sélo

un compuesto fue encontrado activo.
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Tabla 15. Lisis de tripomastigotes sanguineos de T.cruzi de los derivados 1-[(5-R+-

2-

tiofen- % Lisis de tripomastigotes sanguineos de T.cruzi

Concentracion yg/ml

illmetilen]-2-(o-; p-R2)fenil hidrazona, utilizando la Cepa INC-5.

R
Compuesto R 2 125 62 31 15
11T a-1 p-Br 58 38 23 36
11T a-2 p-Cl 34 10 2 26
H
11T a-3 0-NO, 45 37 28 8
II1 a-4 44 40 32 0
o-F
IIT a-5 H 42 37 21 25
IIT a-6
p-Br 54 40 42 19
IIT a-7 52 41 32 1
p-Cl
IIT a-8 0-NO; o-NO, 36 25 13 17
IIT a-9 21 17 6 21
o-F
IIT a-10 H 50 40 63 11
35 24 10 8
Benznidazol
Nifurtimox 51 36 30 18
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% Lisis de tripomastigotes sanguineos de T.cruzi.

Concentracion ug /ml

R
Compuesto | R; ? 125 62 31 15
111 a-1 p-Br 85 65 43 20
11 22 p-Cl 66 51 40 30
H

111 23 0-NO, 56 29 15 8
111 a-4 52 30 19 0

o-F
111 a-5 H 33 27 15 7

111 a-6

p-Br 22 16 10 5
111 a-7 25 16 10 0

p-Cl
111 a-8 o-NO; [ 0-NO;, 41 25 13 8
111 a-9 30 20 13 0

o-F
111 a-10 H 38 32 24 22
68 52 48 40

Benznidazol

Nifurtimox 74 67 49 36

Cepa NINOA.

Tabla
16. Lisis
de
tripomast
igotes
sanguine
os de
T.cruzi
de los
derivado
s 1-[(5-
Ri-
tiofen- 2-
ilmetilen
]-2-(o-; p-
R2)Fenil
hidrazon
a,
utilizand

ola
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Figura 6. Grafico de la evaluacion de los derivados ITIa 1-5 en tripomastigotes
sanguineos de la cepa INC-5 de Trypanosoma cruzi.
Nota la concentracion: 1 = 125, 2= 62, 3= 31, 4= 15 pg/mL
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Figura 7. Grafico de la evaluacion de los derivados I1la 6-10 en tripomastigotes
sanguineos de la cepa INC-5 de Trypanosoma cruzi.
Nota la concentracion: 1 = 125, 2= 62, 3= 31, 4= 15 yg/mL
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Parte Quimica.

¢ Rendimientos y caracteristicas fisicas de los compuestos obtenidos:
Se obtuvieron 19 derivados de fenilhidrazona totales de ambas series la IIla y la

ITIb. A continuacion se presentan los datos de las caracteristicas fisicas y rendimientos

en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Rendimientos y aspecto fisico de los derivados de 1-[(5-R4-tiofen-2-
il)metilen]-2-(0-; p-R2)fenil hidrazona. (Serie 11Ia,1-10)

R S
8
> NS
IMla R
Punto de
Compuesto R, R, Peso Caracteristicas | fusion |Rendimiento
molecular Fisicas (°C) (%)
g/mol
11T a-1

p-Br 280 Solido amarillo | 133-135 92
111 a-2 p-Cl 236 Solido amarillo | 125-127 85
11T a-3 H 0-NO, 247 Solido naranja 98-101 55
111 a-4 o-F 220 Solido café 80-83 53
III a-5 H 202 Solido café 130-132 75
111 a-6 p-Br 323 Escamas café | 167-170 84

III a-7 Solido café
NO, p-Cl 279 rojizo 115-117 99
111 a-8 0-NO, 290 Sélido naranja | 165-168 50
11T a-9 o-F 265 Sdélido rojo 123-125 52
111 a-10 H 247 Solido café 170-173 88




Tabla 2. Rendimiento y aspecto fisico de los derivados de 1-[(5-R4- furan-2-
il)metilen]-2-(0-; p-R2)fenil hidrazona. (Serie I11,b 1-9)

Ry (0]
“ ]
m g
Punto de
Compuesto R, R, Peso Caracteristicas | fusion |Rendimiento
molecular Fisicas (°C) (%)
g/mol
11T b-1
p-Br 264 Soélido café 60-58 75
II1 b-2 Y p-Cl 220 Soélido café 75-77 87
111 b-3 0-NO;, 231 Escamas rojas | 115-117 50
II1 b-4 H 186 Escamas 78-80 82
amarillas
111 b-5 p-Br 307 Sdlido rojo 195-198 63
111 b-6
p-Cl 263 Salido rojo 193-195 72
111 b-7 NO, 0-NO, 274 Sdlido naranja | 205-208 64
111 b-8 o-F 249 Solido naranja | 127-129 95
IIT b-10 H 231 Sélido rojo 185-187 95

Los compuestos obtenidos fueron analizados por medio de: Espectrofotometria de
absorcién de infrarrojo (IR), Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para los ntcleos H' y
C"™ y Espectrometria de masas por impacto electrénico (EM-IE), que a continuacion se

describen:



- Anadlisis de Espectroscopia de Infrarrojo (I.R.):

Los espectros de Infrarrojo se determinaron en el equipo Perkin Elmer 283-B,
empleando la técnica de disolucion en cloroformo (CHCI3).

El estudio por espectroscopia de infrarrojo, de los derivados identificados como
serie IIIa y la serie IIIb, presenta vibraciones moleculares caracteristicas de ambas
series, salvo sus respectivas excepciones, cuando en R; tenemos el grupo NOy,

tenemos las siguientes bandas :

#® En la zona de 1570-1480 cm™ se notan dos bandas agudas de intensidad media
que corresponden a vibraciones asimétricas VasNO, de caracter aromatico asi como

también en 1330-1290 cm™' se encuentran las sefiales simétricas \/3imN02.

#® Para los compuestos de la serie I1Ib (X=0), se observa la banda en la zona de

1028-1000 cm que corresponde a vibracion de tension de C-O-C del esqueleto
aromatico

Las principales bandas caracteristicas de estos compuestos, se presentan en las
Tablas 3y 4.
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Tabla 3. Vibraciones moleculares caracteristicas de los derivados 1-[(5-R-tiofen- 2-
il)metilen]-2-(o-; p-R2)fenil hidrazona.

Compuestos Vibraciones moleculares (cm™)
R4 R N-H C-H C=N C=C C-NO;, C-NO;sm C-NO, C-N C=C-H

p-Br [3343 3080 1592 1529  **** 1254 853
p-Cl |3343 3100 1601 1531  **** w1270 850
0-NO, [3309 3080 1615 1576 1496 1326 1236 1143 856

H 1440
o-F |3336 3100 1603 1566  **** w1255 882
H |[3342 3061 1602 1531  **** w1134 852
p-Br | 3338 3080 1596 1570 1513 1330 1261 1151 885
p-Cl |3338 3100 1603 1569 1‘51?421 1331 1362 1154 884
NO, | 0-NO, [3290 3098 1613 1570 1‘5122 1328 1278 1143 878
o-F |3352 3110 1624 1571 125:2; 1329 1291 1143 887

H (3356 3076 1623 1594 1533 1292 1291 1128 908
1462




AP
Tabla 4. Vibraciones moleculares caracteristicas de los derivados 1-[(5-R+-furan- 2-

il)metilen]-2-(0-; p-Rz)fenil hidrazona

TITb R/ S



Compuestos Vibraciones moleculares (cm™)

R4 R N-H C-H C=N C=C C-NOjs C-NOy,y C-NO, C-N C-O-C C=C-H

p-Br [3318 3029 1592 1553  **** e e 1265 1069 819

p-Cl |3310 3054 1599 1551  **** o e 1254 1091 815

H |o0-NO,|3287 3051 1619 1575 1505 1270 1218 1270 1094 802
H 3318 3027 1601 1515 1*4*§*1 R e 1261 1009 816

p-Br |3307 3033 1601 1565 1486 1361 1261 1201 1022 816
p-Cl |3307 3129 1596 1564 1*%*8:11 1362 1364 1202 1020 819
NO, |0-NO, 3304 3080 1615 1577 1481 1347 1278 1206 1145 963
o-F (3349 3082 1624 1579 :lligg 1356 1291 1200 1142 970
H 3334 3081 1595 1569 gzg 1357 1291 1203 1149 972

- Andlisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN):

Los estudios de Resonancia Magnética Nuclear de 'H, C, ademas de los
experimentos bidimensionales se realizaron en un equipo Varian modelo Unity 300
operado a 300 MHz para el caso de 'H y a 75 MHz para "*C, empleando Dimetilsulfoxido

como disolvente y tetrametilsilano como estandar interno.

Para la alta resolucion de los espectros de resonancia se empleo un equipo Varian

modelo Inova 500 operado a 500 MHz para 'H y 125 MHz para "*C de igual manera se



emplea Dimetilsulfoxido como disolvente para todos los compuestos y tetrametilsilano

cono estandar interno.

+ El estudio de RMN "H, nos ayudo a identificar los desplazamientos quimicos y
las constantes de acoplamiento que caracterizan a ambas series (IIIa y IIIb) de
compuestos. Se observa la presencia de sistemas AA'BB’ para aquellos cuyo
sustituyente en R, esta se encuentra en posicion “para”, en el anillo aromatico
mientras que para la posicion “orto” se observan doble de doble y doble de triples
para los hidrogenos aromaticos y estos a su vez se ven afectados (dobleteados)

cuando R5 es Fluor.

«+ Cabe mencionar que la interaccion de los protones Hs, H3» se ve modificada
con respecto al heteroatomo, (sea X=0,S) y esto es debido a que el anillo de
tiofeno esta mas tensionado que el del furano en donde hay mayor movimiento de

los protones.

w+ Para el caso de los compuestos di-nitrados de ambas series, ambos presentan
mezcla de isémeros y con el paso del tiempo tienden a dar su forma mas estable,
lo cual fue confirmado con el estudio de COSY y NOESY, para los compuestos
[ITa-3 y ITIb-3.

IR )
. A

Los resultados se presentan en las Tablas 5, (para 'H, de la serie IIIa) y 7 (para 'H

de la serie IIIb), respectivamente.

Con ayuda del estudio de ™C y HETCOR se confirman los desplazamientos
quimicos caracteristicos de los derivados de ambas series (I11a y I1Ib) de los compuesto

sintetizados, de los cuales cabe sefalar la presencia de las constantes de acoplamiento



en aquellos compuestos en donde R, es Fluor; la recopilacion de estos datos se

presentan en las tablas 6 (de "°C, serie IIIa) y 8 (de "°C, serie IIIb) respectivamente.

Tabla 5. Desplazamientos quimicos “d” (ppm) de RMN H y constantes de

acoplamiento “J” (Hz) de los derivados de 1-[(5-Ri-tiofen- 2-il)metilen]-2-(o-; p-Rz)fenil

4" 3"
/
R1/5©2\/N\NI—T

S
1
1
6 2 N\2
515 |3
IS
Ry 4



hidrazona

Continuacién. Tabla 5. Desplazamientos quimicos “5” (ppm) de RMN 'H y constantes
de acoplamiento “J” (Hz) de los derivados de 1-[(5-Rs-tiofen- 2-il)metilen]-2-(o-; p-

R2)fenil hidrazona.

4 3
7\ N. 4
o o ~
Desplazamientos quimicds «g» Gpm) ﬂ:on tantes de acoplamiento “J” (Hz)
1
R1 H ° °§/| 3 NO.
L
R2 111ld
p-Br | p-Cl |0-NO,| o-F H p-Br p-Cl 0-NO, | o-F H
Proton
Num.
AA'BB’ | AABB’ dd AABB' | AABB dd,
2 5=6.90 |6=7.20 | **** b 5=6.98 | 0=7.02 | 5=7.07 b w1 B=T7.08
Ji=8.8 | =74 =15, | J=9.0 Ji=9.0 Ju=1.0,
8.4 8.5
AABB' | AABB'| dd dd dt AABB' | AABB dd dd dt,
3 5=7.30 | 5=6.90 | 5=8.08 | 0=7.12 | &=7.21 =741 | 0=7.28 | 5=8.10 | 5=7.19 | 5=7.24
Jw=88 | =70 | = Jw=15, | =18, | =90 | =90 | =15 | =15, | Ju=138,
15,84 8.0 72 8.7 8.4 8.1
Jr=9.5 J=9.6
dt dt dt dt, dt dt,
4 b w1 5=6.88 | 5=6.74 | 0=6.73 b b 0=6.99 | 6=6.87 | 5=6.85
Jn= Ji=1.5, Ji=1.5, Ji=1.5, | Jh=1.5, | Jh=1.2,
12,8475 75 8.7 75 8.4
Jr=5.0 Jr=5.1
AABB' | AABB' | dt dt, dt, AABB | AABB’ dt, dt dt,
5 5=7.30 | 5=6.90 | 5=7.61 | 5=7.09 | ©&=7.21 =741 | 0=7.28 | d=7.60 |5=7.14 | 5=7.24
Ji=8.8 | Jh=7.0 | Ju= Jui=1.5, | Ju=1.8, Jv=9.0 Jv=9.0 | =18, | Jh=15, | =138,
1.5,84 85 |72 8.7 8.5 8.1
AA'BB' | AABB' | dd dd dd AABB' | AABB dd dd dd
6 5=6.90 | 6=7.20 | 5=7.89 | ©=7.37 |5=6.98 5=7.02 | 6=7.07 | d=7.90 | 06=7.45 | 5=7.08
Ju=88 | =74 | = =15, =12, Ji=9.0 | Jw=9.0 |J=15 | =15 |h=12,
12,8585 8.7 8.7 81 |85
Jr=71 Jr=7.2




Desplazamientos quimicos & (ppm) y constantes de acoplamiento “J” (Hz)

R1
H NO,
R2
Proton | p-Br p-Cl | 0-NO, o-F H p-Br p-Cl | 0-NO, | o-F H
Num
S S S s s S S S S S
1 0=8.06 | 06=8.06 | 6=8.41 | 6=8.30 | 6=8.05 | 6=8.01 | 6=8.00 | ©=8.50 | 6=8.25 | 6=8.00
S S s S S S S S S S

4 0=10.43 | 6=10.40 | 5=10.35 | 8=10.22 | 6=11.28 | 0=11.15| 0=11.14 | 6=11.40 | 6=11.00 | 6=11.07
(b) (b) (b) (b) (b) (b) (b) (b) (b) (b)
dd dd dd dd dd d d d d d
3’ 0=7.20 | 0=7.20 | 6=7.33 | 0=7.22 | 0=7.21 | ©=7.29 | &=7.29 | 0=7.91 | 0=7.30 | 0=7.25
=11, | =12, | =12, | Ju=1.0, | Ju=20, | Ju=4.8 | Ju=45 | Ju=45 | Ju=45 | Ju=4.2
3.6 45 3.9, 35 7.2
dd dd dd dd dd d d d d d
47 0=7.00 | 0=7.00 | 6=7.12 | d=7.06 | 0=6.98 | 0=8.03 | 0=8.03 | 0=7.20 | 6=8.00 | 6=8.03
JH=3.5, | Jh=36, | Jh=3.9, | J»=3.2, | Ju=36, | Jh=4.5 | =45 | =42 | Ju=4.2 | Ju=45
5.0 5.0 5.1 52 5.1
dt dt dt dt dt
5” 0=7.46 | 0=7.45 | 5=7.62 | 0=7.48 | 0=7.43 Hxk ok ok Hkxk ok
Jw=1.1, [ =10, | =11, | Jw=1.0, | =12,
6.8 5.0 5.1 5.0 5.1

NOTA: dd= doble de dobles, dt= dobles de triples, s= singulete, b= ancho del pico, intercambiable
con D,0 (broad), J,= constante de acoplamiento de H en MHz, Jz= constante de acoplamiento de F
en MHz. La numeracion de la molécula es solo apara asignar las posiciones de las sefiales de los
protones.

1[}, i
Tabla 6. Desplazamientos quimicos “d” (ppm) de RMN 3c y constantes de
acoplamiento “J” (Hz) de los derivados de 1-[(5-R1-tiofen- 2-il)metilen]-2-(o-; p-R2)fenil
hidrazona




Desplazamientos quimicos “3” (ppm) y constantes de acoplamiento “J” (Hz)
R, H NO,
Rz
Carbono Num. | p-Br | p-Cl | o-NO, o-F H p-Br | p-Cl | o-NO, o-F H

140.42 | 140.46 | 140.34 | 133.15 | 140.89 | 143.08 | 142.68 | 139.91 | 148.50 | 143.70
Cq 2Jr=10.0 2Jr=9.17
c 113.70 | 113.18 | 140.56 | 140.56 | 111.83 | 114.58 | 114.11 | 131.67 | 131.92 | 112.69
2

131.57 | 128.75125.70 | 114.96 | 129.06 | 131.96 | 129.12 | 135.84 | 115.31 | 129.29
Cs 2Jg=17.40 2)p=17.47

109.43 | 121.89 | 118.16 | 118.57 | 118.70 | 111.52 | 123.82 | 119.15 | 120.44 | 120.51
Cq 3JF=7.29 3Jp=7.41

131.57 | 128.75131.63 | 12495 | 129.06 | 131.96 | 129.12 | 137.15 | 12517 |129.29
Cs 4Jr=2.76 “Jr=2.76

113.70 | 113.18 | 115.71 | 113.60 | 111.83 | 114.58 | 114.11 | 116.01 | 114.28 | 112.69
Ce 8Jp=3.7
Cy 132.86 | 132.76 | 140.34 | 134.69 | 131.95]130.36 | 130.24 | 125.35 | 132.02 |129.37
Co 144.22 | 143.85 | 141.84 | 149.99 | 144.97 | 148.25|148.22 | 146.70 | 149.24 | 147.91
Cs 126.84 | 126.79 | 129.79 | 127.19 | 126.48|125.67 | 12559 | 127.15 | 125.86 |125.14
Cy 127.41 112741 128.13 | 12759 | 127.50131.01 | 131.00 | 129.79 | 130.93 |131.09
Cs 125.91 | 125.87 | 126.45 126.27 | 125.65| 149.40 | 149.44 | 150.07 | 150.38 | 149.95

Nota: Jg = Constante de acoplamiento para el enlace C-F en Hz .La numeracion de la molécula es
s6lo apara asignar las posiciones de las sefales de los carbonos.
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos “6” (ppm) de RMN H y constantes de acoplamiento
“J” (Hz) de los derivados de 1-[(5-R+-furan- 2-il)metilen]-2-(o-; p-Rz)fenil hidrazona




Desplazamientos quimicos & (ppm) y constantes de acoplamiento “J” (Hz)

R1 H NOZ
R, p-Br p-Cl | 0-NO, H p-Br p-Cl 0-NO, o-F H
Proton
NUm.
AABB' | AABB dd AA'BB’ AA'BB’ dd,
2 0=6.94 | 0=6.99 | *** 0=6.99 |0=7.04 0=7.10 il o 0=7.11
Ju=70 | =70 Jw=1.2,87 |Ju=8.9 Ju=9.0 Ju=1.0, 8.5
AABB | AABB dd dt AA'BB’ AA'BB’ dd dd dt,
3 0=7.34 |0=722 |0=7.85| 0=7.19 0=742 |6=7.30 0=8.10 0=7.21 0=7.27
Jw=7.0 |[Jw=7.0 |I=12,| Ju=1572 |Ju=89 Jn=8.5 Ji=1.4,85|Jv=1.2,84|J4=1.8, 8.7
8.7 JF'=9.6
dt dt dt dt dt,
4 ok e 10=6.89| 0=6.73 b b 0=7.03 0=6.4 0=6.86
=12, h=12,84 Jh=1.3,85|Jw=15,75|Ju=1.2, 8.5
8.4 JF2=4.8
AABB' | AABB dt dt AA'BB’ AA'BB’ dt dt dt,
5 0=7.34 |0=722 |0=763| 0=7.19 0=7.42 0=7.30 0=17.69 0=7.19 0=7.27
Jw=70 | =70 |I=18,| Jw=1572 |J=89 Ju=8.5 Ji=15,85|Jw=12,8.1]Ju=1.8, 8.7
8.7
AABB | AABB dd dd AA'BB’ AA'BB’ dd dd dd
6 0=6.94 | 0=6.99 |0=7.82| 0=6.99 |0=7.04 0=7.10 0=7.89 0=7.49 0=7.11
=70 [ =70 |[I=12,| Juh=1.2,8.7 |Ju=8.9 Jv=9.0 Jv=1.1,86|Jv=15,84|J=1.8, 8.7
6.3 J=72




Continuacién Tabla 7. Desplazamientos quimicos “d” (ppm) de RMN y constantes de
acoplamiento “J” (MHz) de los derivados de 1-[(5-R4-furan- 2-il)metilen]-2-(o-; p-Rz)fenil

hidrazona.

Desplazamientos quimicos “3” (ppm) y constantes de acoplamiento “J” (Hz)
H NO,
R
R2
Proton p-Br p-Cl 0-NO, H p-Br p-Cl 0-NO, o-F H
Num.
S S S S S S S S S
1 0=7.76 | 0=7.77 | 0=842 | 6=787 | 0=7.87 | 6=7.78 | 0=848 | 06=8.04 | 0=7.77
s s s s s s s s s
4 0=1042 | 6=1041 | &=11.17 | 8=11.21 | 6=11.21 | 8=11.20 | 6=11.54 | 6=11.04 | 8=11.12
(b) (b) (b) (b) (b) (b) (b) (b) (b)
d 6=6.65 | d =6.66 | d =6.85 | d 6=7.01 d d d d d
K Jw=33 | =33 | =36 | Ju=4.0 | 6=7.01 | &=7.02 | 6=7.19 | &=7.06 | ©=6.99
Jw=40 | Jw=4.0 | Jv=39 | =39 | Ju=42
dd dd dd dd d d d d d
4 0=6.55 | 6=i6.54 | 06=6.63 | &=7.75 | 6=7.75 | ®=7.75 | O=7.77 | &=7.76 | ©O=7.75
=18, | =18, | =18, | =37 | =37 | =40 | Jv=39 | =39 | =39
3.6 34 3.3
d d d d
5” 6=7.69 6:7'69 6=8.08 6=7.68 *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk
Ju=1.8 Ju=1.7 =12 | =18

NOTA: dd= doble de dobles, dt= dobles de triples, s= singulete, b= broad (ancho intercambiable con
D,0), J4= constante de acoplamiento de H en Hz, Jg= constante de acoplamiento de F en Hz La

numeracion de la molécula es solo apara asignar las posiciones de las sefales de los protones.
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Tabla 8. Desplazamientos quimicos “5” (ppm) de RMN "*C y constantes de
acoplamiento “J” (Hz) de los derivados de 1-[(5-R4-furan-2-il)metilen]-2-(o-; p-R2)fenil

hidrazona.

Desplazamiento quimico “3” (ppm) y constantes de acoplamiento “J” (Hz)

R, H NO,
R; p-Br | p-Cl |0-NO,| H p-Br | p-Cl |0-NO; o-F H
Carbono Num.
144.36 | 143.95 | 141.14 | 145.03 | 143.08 | 142.75|139.85| 131.96 |143.75
2 _
Ci JF=8.82
113.83|113.29130.76 | 111.87 | 114.63 | 114.20 | 136.32| 147.84 |112.76
Cs
131.59|128.78 | 115.86 | 129.03 | 131.83 | 129.10 | 125.49| 115.32 |129.28
Cs 2Je=17.57
115.21|121.97 | 118.18 | 118.73 | 111.52 | 123.88 | 119.62| 120.52 |120.57
3 —
C, J-=6.56
131.59(128.78 | 136.29 | 129.03 | 131.83|129.10 | 136.09 | 125.15 |129.28
Cs *Jr=3.31
113.83|113.29[144.77 | 111.87| 114.63[114.20 [ 116.14| 114.36 |112.76
3 —
Ce JF=2.18
Cy 128.07 | 127.96 | 135.14 | 127.17 | 124.86 | 127.80 | 131.99| 126.64 |123.92
Cy 150.49 | 150.50 | 149.69 | 157.77 | 150.91 | 150.97 | 151.47 | 151.03 |150.87
Cs 109.49|109.19|112.48 |108.75| 111.11 | 111.26 | 113.25| 111.39 |110.78
Cy 111.84 {111.72112.18 | 111.78 | 115.67 | 115.72 | 114.85| 115.63 |115.91
Cs 143.36 | 143.21 | 125.62 | 143.05| 153.93 | 154.02 | 152.45| 153.90 |154.45

Nota: Jr = Constante de acoplamiento para el enlace C-F en Hz La numeracion de la molécula es
solo apara asignar las posiciones de las sefales de los carbon



6.1.5 Analisis de Espectrometria de masas (por impacté electrénico, EM-IE)

Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro de Masas JEOL
modelo JMS-AX505HA, asi como los espectros de Disociacion Inducida por Colision
(CID), para caracterizar los mecanismos y patrones de fragmentacion, empleando la

técnica de ionizacion por impacto electronico a 70eV.

w+ El analisis de los Espectros de Masas de los compuestos sintetizados y
clasificados como serie Illa y serie IIIb presentan fragmentos caracteristicos,
(Tablas 9 y 10), manifestandose un patrén general de fragmentaciéon muy similar en
ambas series, salvo algunas excepciones, las cuales seran discutidas como casos

particulares.

w Los espectros CID (3.2.1,3.2.2 y 3.2.3) realizados para los principales iones del
espectro de masas del compuesto IlIa-1 (R4= H, Ry= p-Br), indica que existen tres
procesos primarios por destacar. Del espectro CID obtenido para el molecular
(Espectro 3.2.1) se puede establecer que los iones hijos producidos
unimolecularmente a partir de m/z = 280, involucra las perdidas siguientes: m/z [M-

841" m/z [91+R,]" m/z 91, principalmente.

w El ion m/z 122, como se puede apreciar en el espectro CID (Espectro 3.2.2) da
origen a los iones secundarios, como m/z [65+R2]", m/z 63, se observa que el m/z
91 también es generado a partir del ion molecular. De igual manera a partir del ion

m/z 110, se obtienen principalmente los iones: m/z 82, 45y 39.

Las observaciones anteriores permiten definir con mayor objetividad la ruta de
fragmentacion que siguen estas dos series de compuestos, las cuales se discuten a

continuacion.



Tabla 9. Abundancia relativa de los fragmentos mas importantes de los derivados de 1-
[(5-R4-tiofen- 2-il)metilen]-2-(0-; p-Rz)fenil hidrazona.

Porcentaje de abundancia relativa (%)

Ry H NO.

R;
Fragmentos m/z p-Br p-Cl 0o-NO, o-F H |p-Br p-Cl 0-NO, o-F H

M* 98.7 100 100 100 100[97.5 100 100 100 100
[M+2]"(*) 100 371 63 94 56100 390 64 56 56
M-1]* 31 32 ™ 76 69|12 21 *= 20 3.1
[M-33]* 20 25 *=* 25 34|*™ 35 21 = 20
[M-R.]* 316 31 > 20 20 [==] 88 [==[=>
[M_84]+ *kkk *kkk *kkk *kkk *kk%k 6'3 7.5 *kkk 1 2.6 6'3

[91+R,]" 39.2 421 1.2 522 20.1)|45.5 454 *** 472 433
[M_(46+ Rz)]"‘ *kkk *kkk *kkk *kkk *kkk 5.0 4.2 3.5 2.0 *kkk
[76+ Ry]" e 56 " 94 5363 93 Y 132

[M-(91+ R,)]* [12.6 11.3 11.1 5065 21 35 *= 20
[65+R,]* 7.5 237 11.3 446 12558 141 21 30.2 20.1
83 A4 D5 34 ATT 20| e s wwes e e
82 wown  wees  wees wees w05 24 43 37 37
91 320 56 44 25 30.8(208 35 56 *** 125
63 107 69 62 44 12|44 28 42 20 25
75 5.0 5.6 *** 4.4 woe|eex 35 s 34 4G9
45 44 37 44 56 20[25 21 42 37 37
39 15.8 12.5 18.8 17.6 56|20 10 35 25 6.3

(*) Contribucion isotépica de Br, Cly S



VIil. CONCLUSIONES
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VII. CONCLUSIONES

La integracion de los resultados obtenidos y los conocimientos acumulados durante la

realizacion del presente proyecto, permitieron arribar a las siguientes conclusiones:

il Se desarrolld una estrategia y metodologia para la obtencion de 19 derivados 1-{[(5-
Ri-tiofen-; furan)-2-iljlmetilen}-2-(o-; p-Ry)fenil hidrazona (serie I1la y serie I1Ib), la cual

integra una ruta de sintesis que comprende tres pasos.

s |La obtencion de los derivados 1-{[(5-Rs-tiofen-; furan)-2-iljmetilen}-2-(o-; p-Ry)fenil
hidrazona ( series IIla y IIIb), permitié determinar su analisis estructural por técnicas
espectroscopicas de : Infrarrojo (I.R.), Resonancia Magnética Nuclear ('H, *C y analisis
bidimensional) y Espectrometria de Masas, de alta y baja resolucion, asi como

experimentos de CID (Disociacion Inducida por Colision).

@ Mediante el analisis de espectrometria de masas, y mediante Disociacion Inducida
por Colisiéon (CID), se proponen los mecanismos de fragmentacion y se establecen los
Patrones Generales de Fragmentacion, que siguen ambas series (IIIa y IIIb), de los

nuevos derivados, y en su mayoria, presentan el mismo patron de fragmentacion.

@  Algunos de los derivados de fenilhidrazona sintetizados mostraron tener actividad

como agentes tripanocidas.

@ De ambas series de compuestos evaluados Illa y IIIb, se destaca la importante
actividad de los compuestos Illa-4 y IIla-5 en epimastigotes, de Cepa Cl-Brener asi
como en tripomastigotes sanguineos, de Cepa NINOA de Trypanosoma cruzi. Esto

representa un futuro promisorio para investigaciones relacionadas con estos derivados.
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i De los derivados de la serie IIla, se destacan los compuestos IIla-1, IIla- 3, I11a- 4,
IITa- 5, IITa- 6, Illa- 7 y Illa- 10 los cuales presentaron una apreciable actividad
superior sobre los farmacos de referencia (Nifurtimox y Benznidazol), lo cual los convierte

en candidatos promisorios para realizar futuras investigaciones.

@ Se encontraron grandes diferencias en la susceptibilidad intrinseca de las cepas de T.
cruzi, utilizadas para el estudio in vitro y al ser sometidas con los derivados de

fenilhidrazona, notando que la cepa mas susceptible a dichos compuestos es la cepa
INC-5.

@ | a sensibilidad de las cepas utilizadas en esta investigacion (INC-5, Cl-Brener y
NINOA) probablemente no este sujeta a la presencia del grupo NO, en la molécula, pero
si a la presencia de grupos electro donadores sobre el anillo.
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