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Introduccioén

1. INTRODUCCION

La neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad del sistema nervioso central
(SNC) causada por la larva (cisticerco) del parasito Taenia solium. Es un padecimiento
grave porque llega a producir severas lesiones e incluso la muerte del paciente.>*
Actualmente se dispone solo de dos farmacos para tratarla: el albendazol y el
praziquantel. Ambos compuestos presentan un extenso metabolismo de primer paso
(biotransformacion por enzimas hepaticas) que repercute en su eficacia clinica.
Adicionalmente, el albendazol presenta problemas de insolubilidad acuosa, y en
animales de experimentacion se ha informado sobre posibles efectos teratogénicos.
Por cuestiones de costo economico se prefiere el uso de albendazol como farmaco de

primera eleccion, para el tratamiento de la NCC.

Estos farmacos utilizados en la clinica, fueron introducidos hace mas de veinte
afos, por lo que diversos parasitos han desarrollado mecanismos de evasion para
anular los efectos de los mismos. Por ello actualmente surge la necesidad de investigar

sobre nuevos compuestos que posean actividad antiparasitaria.

En la Quimica Farmacéutica una de las estrategias utilizadas para la busqueda y
optimizacion de principios activos es la hibridacién molecular, la cual consiste en la
unién covalente de dos moléculas, o porciones moleculares distintas, con probada
actividad biologica. Para el caso de antiparasitarios, la union de dos moléculas
bioactivas producira un compuesto con menor probabilidad de generar cepas

resistentes.
El estudio que se presenta tuvo como finalidad la sintesis y determinaciéon de

propiedades espectroscopicas de una molécula disefiada como un hibrido constituido

por el 1H-bencimidazol-2-carbamato de metilo y el [(4-nitrobencil)oxi]carbonilo.

L

2-[(metoxicarbonil)amino]-1H-bencimidazol-5-carboxilato de 4-nitrobencilo (FHL18)



Introduccioén

Una vez obtenido el compuesto hibrido en cantidades suficientes, en el Instituto
Nacional de Neurologia, se determiné su actividad in vitro contra la fase larvaria de
Taenia crassiceps. Este organismo se utiliza como especie modelo de cisticercosis
experimental murina, para explorar la actividad cisticida de sustancias a ser evaluadas

posteriormente in vivo contra el cisticerco de T. solium.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de la Neurocisticercosis

La neurocistercosis (NCC) es una enfermedad sistémica causada por la forma
larvaria (cisticerco) del helminto Taenia solium. Este parasito se aloja en el sistema
nervioso central (SNC) afectando particularmente al hombre el cual es el hospedero
natural definitivo. La NCC es un padecimiento grave porque se presentan severas
lesiones que llevan a la muerte del paciente. # 3 Adicionalmente, el cisticerco se
puede establecer en otros tejidos y 6rganos del ser humano, como en el ojo y el
musculo.

El cerdo es el hospedero intermediario en el cual el cisticerco se localiza en las
masas musculares, causando pérdidas econémicas considerables, por el decomiso de

carne parasitada.

2.1.1. Historia

Esta enfermedad ya se conocia desde la antigiedad, relacionada con los
testimonios biblicos, donde Moisés, por instrucciones médicas de los egipcios, dictd
leyes sanitarias de proteccion contra la carne de animales infectados con “piedras”
perjudiciales para la salud. Mientras que los griegos, Aristételes y Aristéfanes
observaron la larva en la lengua del cerdo, describiéndola como semejante al granizo.

No fue hasta el afio de 1558 cuando Johannes Udalric Rumler encontr6 el
parasito en un epiléptico; aunque pensé que se trataba de un tumor en la duramadre.
Inicialmente, el cisticerco no fue relacionado con Taenia solium, del cual se conocia
Unicamente la fase adulta. Por tal motivo, erroneamente se nombro al cisticerco como
Cisticerco cellulosae o Cisticerco racemosus. Muchos afios después se demostro que
el cisticerco que infecta al cerdo, correspondia al cisticerco que afecta al hombre y cuya
ingestion provoca el desarrollo de Taenia solium en su forma adulta.®®

El primer informe sobre NCC humana en México se publicé en 1910. El doctor
Ignacio Gomez lzquierdo, encontrd la presencia de cisticercos en la autopsia de una
paciente proveniente de Cuba, que muridé en un asilo psiquiatrico, con diagnostico de
alcoholismo o tuberculosis. Desde el afio 1910, en México se establecio la inspeccion

sanitaria obligatoria de la carne del cerdo en rastros y posteriormente en frigorificos.!”!
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2.1.2. Distribucién

La NCC humana y porcina se distribuye ampliamente en diversas zonas del
mundo como Africa, Asia y América. Es una enfermedad endémica en paises como
Brasil, Chile, Pera, Colombia y México (Figura 1). Cabe sefalar que aun cuando la
NCC se presenta en todas las entidades de la Republica Mexicana, los mayores
indices se reportan en los estados de Guerrero, Michoacan, Jalisco y Puebla. En
México la poblacion ha nombrado al cisticerco de Taenia solium con diversos
sobrenombres segun la regiéon del pais como granillo, tomatillo, sapo, perla, perlilla,
liendrilla y zahuate, entre otros.®*!

'*’-zF*-?n_ ;
~Gs |
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Figura 1. Distribucion de la cisticercosis en el mundo.

La epilepsia es la manifestacion clinica mas comun, aunque también se observan
alteraciones motoras, sensoriales y de la funcidn mental asociada a caracteristicas
propias del parasito y de su hospedero.’®*? E| Instituto Nacional de Neurologia
reporta que el 11% de todos los casos que ingresan con trastornos neuroldgicos a este
nosocomio se deben a NCC ocasionada por el cisticerco de Taenia solium.*#*3!

En estudios realizados en México se informa que la frecuencia de NCC humana
es desde 0.4 hasta 7.6%, de acuerdo con datos relacionados con autopsias y otros
estudios seroepidemiolégicos. Ademas el impacto en la salud humana también
presenta implicaciones socioecondmicas, como consecuencia de la discapacidad del

paciente, en el costo econémico, en su diagnéstico y en su tratamiento.*?

2.1.3. Ciclo biolégico
El ciclo bioldgico de T. solium se puede dividir en dos fases; la primera ocurre en

el hospedero intermediario (cerdo) y la segunda en el hospedero definitivo (humano)

-5
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(Figura 2). El ser humano es el Unico hospedero definitivo del gusano adulto y

responsable de la infeccibn de los hospederos intermediarios porcino y otros

humanos.®
CICLO BIOLOGICO DE TAENIA SOLIUM
Cigticercos enmusculo desarrollarse en cualguier &
drgano, principalmente en: i
e =1 SNC, ojos y T. subcutdneo =0E 1 :I

Las oncosferas liberadas atraviesan la pared intestinal
w por circulacion llegan a musculatura

El humano adguiere tasnosis al
ingerir carne de cerdo cruda o
mal cocida

e Huevos wWo proglétides gravidos son / = B VI |
ingeridos por cerdos o humanos ot

Los adultos se localizan en intestino delgado

ﬁ: Forma infectante Huevosiproglotidos gravidos
eliminados en &l am biente

_&= Formas diagndsticas
en Taenosis cDC/ DPDx

Figura 2. Ciclo de vida de Taenia solium.

El inicio de la primera fase es la ingestion de los huevos de T. solium por el
hospedero intermediario. Las enzimas proteoliticas del estbmago e intestino destruyen
el embriéforo (una envoltura protectora que recubre el embridon para sobrevivir en el
medio ambiente). La oncosfera o embrion hexacanto activado, se fija
momentaneamente a la pared intestinal por medio de sus tres pares de ganchos, libera
enzimas hidroliticas que destruyen el tejido y atraviesa la barrera intestinal; llega al
torrente circulatorio o linfatico para localizarse en cualquier 6rgano. De ser estructura
microscopica continda su desarrollo hasta transformarse en cisticerco, en un tiempo
promedio de tres a cuatro meses, dando como resultado la cisticercosis porcina.

El cisticerco (Figura 3) es una vesicula translucida, ovoide o circular de 5 a 10 mm
de diametro, con un pequefio gusano o escolex metido hacia adentro (invaginado) que
puede permanecer en los tejidos del hospedero intermediario durante varios afos,

rodeado por una capsula de tejido conectivo. La vesicula esta llena de un fluido

-6-
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transparente que contiene proteinas del parasito y del huésped. Hay que resaltar que el

tegumento y la pared vesicular son el sitio de contacto del parasito con el hospedero y

desempefian un papel central en el mantenimiento de la relacién huésped-paréasito.’®**

Figura 3. Cisticercos T. solium.

El ciclo biologico se completa cuando el humano consume carne de cerdo, mal
cocida o cruda, parasitada con cisticercos vivos. Al llegar por via oral, el cisticerco se
evagina por la accion enzimatica y biliar. Se ancla por medio de su escoélex en el
intestino delgado, para continuar su desarrollo hasta alcanzar la forma adulta o de
“solitaria” en un tiempo de cuatro meses.

En mas de una ocasion el ser humano actia como huésped intermediario
accidental, al ingerir alimentos, frutas o agua contaminada con huevos infectantes
provenientes de un individuo con teniasis; este Ultimo inclusive puede autoinfectarse
mediante la via ano-mano-boca. Se menciona también la posibilidad de infeccion por
peristaltismo inverso, el mecanismo de cémo los huevos infectantes se transforman en
cisticercos es similar al descrito en el cerdo originandose la cisticercosis humana.

El parasito en el tracto gastrointestinal perfora los vasos sanguineos pequefios
para ingresar al torrente circulatorio, el cual migra hacia los érganos blanco (musculo
estriado, corazon, cerebro, 0jo y tejido subcutaneo) donde se establece y desarrolla el
cisticerco (Figura 4 y 5).[+¢810

El periodo de incubacién es largo, habitualmente de cuatro a cinco afios, y los
sintomas varian en funcion del sitio en donde se establezcan los cisticercos, asi como

el estado y numero de parasitos y la reaccion inmunoldgica del hospedero.
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Figura 4. Lesiones parenquimatosas Figura 5. Se observa el area de mayor
multiples del SNC. densidad subretiniana del cisticerco

correspondiente al escolex.

2.1.4. Respuesta del hospedero en la neurocisticercosis y patogénesis

Debido a los trabajos de investigacion,® se ha podido determinar que los
anticuerpos 1IgG, rodean a la larva, enmascarandola y propiciando que el huésped la
reconozca como propia mientras esta viva. Se ha identificado un componente del
parasito que es altamente inmunogénico, denominado antigeno B, que desvia la
respuesta inmune hacia él, y al ser secretado induce la fijacion del complemento,
contra el cual el huésped forma anticuerpos especificos, en este caso la reaccion
inmunologica desencadenada se realiza a distancia y alejada de la superficie del
parasito. En cambio la respuesta mediada por células, en este padecimiento se
encuentra deprimida, debido a la liberacion de moléculas inmunosupresoras, en
especial las que involucran a los linfocitos T. Este fenbmeno se ha estudiado en
animales, identificAndose un “factor” que induce un efecto depresivo sobre cultivos de
linfocitos humanos.®

Otro fendmeno es la sobrevivencia de la larva en sitios inmunologicamente
privilegiados como la camara anterior del ojo y el cerebro. La presencia de mas de un
cisticerco en diferentes sitios del cerebro, puede producir diversas expresiones clinicas
en un solo individuo, como parestesia, anestesia localizada, sintomas visuales y
auditivos, afasia y amnesia. La gravedad del cuadro clinico depende de la intensidad
de la inflamacién.™*¥

Tanto en cerdos como en el hombre, los cisticercos viables estan rodeados por
una discreta reaccion inflamatoria, formada por monocitos, linfocitos, células
plasmaticas y eosindéfilos. En el hombre, en un momento tardio de la infeccion, se

puede desarrollar una reaccion granulomatosa intensa, que conduce a la destrucciéon
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del cisticerco, que de modo gradual se calcifica, se endurece aproximadamente de dos
a siete afnos (Figura 6).

Este proceso se debe a la reaccidon inflamatoria en la que se liberan citocinas,
como la IL-1 y el TNFa, las cuales reclutan a otras células como los monocitos,
eosinofilos, linfocitos y células plasméticas y rodean al cisticerco. Cuando esti
totalmente desarrollada la lesion, se forma un granuloma que contiene alrededor
fibroblastos, linfocitos y monocitos. Subsecuentemente puede cicatrizar por fibrosis o
por mineralizacion (calcificacion). En muchos individuos, la respuesta inmunitaria es
leve o cronica, y no es capaz de destruir al parasito, aunque si causa dafios a los
tejidos circundantes (Figura 6).

Figura 6. Aspecto macroscoépico de cisticercos parenquimatosos en diversos estadios evolutivos:

quistes vesiculares (flecha recta), quistes coloidales (flecha curva), granulomas (cabeza de
[2]

flecha) y calcificaciones (flecha hueca)

Por otro lado, existen estudios recientes que sugieren que la NCC puede ser un
factor de riesgo para cancer, ya que el 6% de los casos con enfermedades
hematologicas malignas y el 17% de los pacientes con glioma, tenian este
padecimiento. Como se mencion6 anteriormente el parasito es capaz de deprimir la
respuesta inmune del hospedero, siendo éste un factor que predispone al desarrollo de

cancer.'®

2.1.5. Diagnostico

Se realizan examenes coproparasitoscépicos de concentracion (Faust o Ritchie)
en busca de huevos de Taenia en las heces. Esta técnica no es especifica, ya que no

-9-
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es posible diferenciar morfologicamente, entre los huevos de T. solium y Taenia
saginata. En las muestras de materia fecal también se pueden buscar coproantigenos
por ELISA; esta técnica para T. solium tiene una sensibilidad de 98% y una
especificidad de 99.2%.

El diagnéstico presuntivo de NCC se basa en el historial clinico y se confirma con
estudios de neuroimagen. La tomografia por computadora es muy util en la deteccion
de cisticercos localizados en el parénquima cerebral;, en cambio los estudios de
Resonancia Magnética Nuclear pueden ser Utiles en aquellos ubicados a nivel
intraventricular y en el espacio subaracnoideo.

En la NCC parenquimatosa activa, los estudios de tomografia y de Resonancia
Magnética Nuclear pueden mostrar imagenes caracteristicas como areas hipodensas,
redondeadas y circunscritas de 2 a 4 mm de diametro, que corresponden a parasitos
viables (fase vesicular). Cuando el parasito empieza a degenerar (NCC tradicional), el
liquido vesicular emite sefiales un poco mas altas que el LCR (Figura 7 y 8).

Cuando se observan una o mas calcificaciones, sin ninguna otra lesion se
describe como una NCC inactiva 0 una secuela de ella. De manera paralela a los
estudios de imagen se deben realizar estudios inmunolégicos, como ensayos de ELISA
especialmente en paises en donde el western blot e inmunotransferencia no estan
disponibles. Se han identificado otros antigenos de 10, 14 y 18 kDa, algunos han sido
clonados y actualmente se estd evaluando su utilidad diagndstica, obtenidos del

cisticerco y LCR o suero del paciente.

Figura 7. Tomografiaindicando NCC 1y 2. Figura 8. Resonancia Magnética Nuclear, fase T1.

Revela multiples lesiones quisticas, una de ellas

de tamafio grande.
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2.1.6. Tratamiento

Para combatir la NCC se usan el albendazol (ABZ) y el prazicuantel (PZQ),
aungque ambos compuestos presentan biotransformacion de primer paso que repercute
en su eficacia terapéutica. Adicionalmente, el ABZ presenta problemas de insolubilidad

acuosa. Por cuestiones econdmicas se prefiere el uso de albendazol.

O
C3H+-S
N N
i
N )\ H
H NH-C-O-CHz
¢}
prazicuantel (PZQ) albendazol (ABZ)

Figura 9. Estructuras quimicas del prazicuantel y del albendazol.

El uso de ABZ ha mostrado su eficacia en un 80% en la forma parenquimatosa, a
dosis diarias de 15 mg/kg de peso corporal por ocho dias; este farmaco anula también
la posibilidad de la formacion de granulomas residuales que ocurren en pacientes no
tratados y son causa frecuente de epilepsia.

Es recomendable aplicar de forma conjunta corticosteroides como la
dexametasona, a una dosis de 10 a 20 mg, durante los cuatro primeros dias, para
evitar las reacciones inflamatorias agudas inducidas por la destruccién subita del
parasito. Estos antihelminticos no deben suministrarse en nifios menores de dos afios
o mujeres embarazadas por lo descrito anteriormente. 2131718l

El ABZ sufre una biotransformacion para dar lugar al sulféxido de albendazol
(ABZSO) el cual también posee actividad antihelmintica. Aunque este metabolito es
mas soluble en agua, presenta problemas de estabilidad quimica, ya que tiende a
oxidarse a la sulfona correspondiente, la cual carece de actividad antiparasitaria.l*’2%

Actualmente se cuenta con algunos profarmacos de derivados del bencimidazol
como el metil tiofanato (profarmaco del carbendazim) y netobimin (NTB) (profarmaco
del ABZ), para el tratamiento de algunas parasitosis intestinales. EI NTB genera al
albendazol al reducirse el grupo nitro, por accion de la microflora del intestino, y

posterior ciclacion intramolecular.?'?%
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P NHCH,CH,SO3;H
NHCSNHCO,CH,4 H3CH,CH,CS N=CZ
NHCO,CHgy
NHCSNHCO,CH, NO,
metil tiofanato netobimin

Figura 10. Ejemplos de profarmacos de derivados bencimidazélicos antiparasitarios.

2.2. La cisticercosis experimental murina por Taenia crassiceps

Taenia crassiceps es un cestodo, es decir un gusano segmentado que en su
forma adulta puede encontrarse en los intestinos de zorros en Europa y Norte América.
El cisticerco de Taenia crassiceps se reproduce de forma asexual por gemacion. Por lo
que se ha facilitado enormemente su estudio, ya que puede mantenerse en el
laboratorio inoculando cisticercos en la cavidad peritoneal de un raton, ademas de que
la larva de T. solium se invagina por lo que no se pueden realizar estudios in vitro para
su investigacion y evaluacion de farmacos.?*24

Este modelo experimental es una fuente de antigenos, que se utilizan en el
inmunodiagnadstico de la enfermedad en humanos, para evaluacion de farmacos y de
vacunas contra la cisticercosis porcina por T. solium.?4

Ademas, la NCC experimental murina por T. crassiceps, €S un sistema
(experimental) que permite estudiar los factores bioldgicos y genéticos involucrados en
la susceptibilidad y la resistencia del hospedero hacia la infeccion, en la modulacion de
los mecanismos de la respuesta inmune celular y humoral, asi como en la naturaleza
de las células inflamatorias e inmunocompetentes involucradas y en los cambios

endrocrinolégicos ocurridos en el hospedero durante la infeccién.%)
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2.3. Los derivados del bencimidazol como agentes antiparasitarios
En la estructura del bencimidazol se han explorado preferentemente tres sitios
estructurales (A, B y C), con diferentes sustituyentes, para tratar de obtener derivados

con mayor potencia antiparasitaria (Figura 11).

Sitio C { FhUrl}—H: } Sitio B

Ry
Sitio A

Figura 11. Estructura general de los derivados bencimidazélicos

Sitio A: Este sitio ha sido modificado para conocer la importancia del efecto
tautomérico y del hidrégeno en la posicion 1, mediante 1-alquilaciones, l-acilaciones y
l-aril-acilaciones. Los resultados han denotado la importancia del hidrogeno en la
posicibn 1 para conservar la actividad antihelmintica, mediante la inhibicion de la
polimerizacién de la tubulina.?®"!

Sitio B: Los sustituyentes de la posicion 2 desempefian un papel sumamente
notable en el perfil antiparasitario de la molécula. Posiblemente debido a la diferencia
en solubilidad que presentan los distintos grupos funcionales.?” 2!,

Sitio C: Se ha demostrado que la presencia de sustituyentes, en las posiciones 5
y 6 de bencimidazoles 2-sustituidos, define el perfil antihelmintico de estos
compuestos. Por medio de esta sustitucion se previene al compuesto del metabolismo
de primer paso, que llevaria a la disminucién de la actividad farmacolégica.?®2"!

La mayoria de los derivados del BZD ocasionan cambios bioquimicos en los
helmintos sensibles, por ejemplo:

a) inhibicion de la enzima fumarato reductasa en las mitocondrias
b) disminucién del transporte de glucosa
c) desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa

d) inhibicion de la polimerizacion de microtibulos, al unirse a la B-tubulina.
[18,19,27,28]
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La toxicidad selectiva de dichos compuestos, depende de la union especifica y de
la afinidad por la B-tubulina del parasito, se produce a concentraciones mucho menores
que las que se necesitan para unirse a las proteinas de los mamiferos. La resistencia a
farmacos en nematodos, se presenta con pérdida progresiva de genes que codifican

para la B-tubulina “susceptible”.[*"28:2%

2.4. Los nitroaromaticos como compuestos bioactivos

2.4.1. La nitrorreduccion en el tratamiento del cancer

Diversas terapias usan a los profarmacos que requieren biorreduccion para
generar compuestos antineoplasicos activos. Estos compuestos fueron desarrollados
para actuar en las regiones hipéxicas de los tumores soélidos. Las células de estos
tumores tienen la caracteristica de sobre-expresar enzimas como la NADH:citocromo
b5 reductasa (NBR), NADPH:citocromo P450 reductasa (NPR) o NAD(P)H:quinona
oxidoreductasa 1 (NQO1), xantina oxidasa. Estas enzimas pueden reducir al grupo
nitro por transferencia de uno o dos electrones. Los compuestos reducidos presentan
caracteristicas electrofilicas, con tendencia a unirse al ADN o a otras macromoléculas,

de forma covalente (Figura 12).[2*30:31]

Reductasa Profi Reductasa
dos-electrones rofarmaco un-electron
nx
0=
Profirmaco aducto Profirmaco aducto
dos-electrones un-electron

~N

Especies difusibles citotoxicas

Figura 12. Activacién-hipo6xica de proférmacos.[sl]
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La reduccion del grupo nitro a amino requiere de un total de seis electrones. Dado
a que la reduccion enzimatica transfiere uno o dos electrones en cada paso, se han
identificado intermediarios tales como el anion radical nitro, el anién radical nitroso y la
hidroxilamina (Figura 13).

compuesto  anion radical nitroso anion radical hidroxilamina amina
nitro nitro nitroso
le °— . . le
R-Nozﬁ R-NO, R-NO R-NHOH———> R-NHOH R-NH,

0, O R = Sistema aromaético

Figura 13. Reduccion del grupo nitro.

Los compuestos intermediarios generados son especies electrofilicas capaces de
reaccionar con el ADN o provocar la generaciéon de otros radicales libres, con sus
consecuencias posteriores (Figura 14).130-32

H,O
GPx Lipido-radical
H,0, ®OH
Radical ioi Lipido-OOH
Hidroxilo Lipido
sSOD insaturado
07~ 0,
Dafio a
Proteina Proteina-radical membrana
Ar-NO; Ar-NO® Dafio a proteina
ADN o
ADN-radical C_a 3
. Dafio a cadena de Entrada/liberacion

Enzima reducida/ Enzima Oxidada/

ADN
2
cofactor, Fe*", etc.  ofactor, Fe®, etc. \\

Inhibicion subversiva de Muerte Celular
una enzima esencial

Figura 14. Mecanismo de accidén de compuestos nitro aromaticos: vias de toxicidad celular
en la generacion de radicales libres e induccién de estrés oxidante. SOD, superdoxido dismutasa.

GPx, glutation peroxidasa. GSH, glutatién.[sl]
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2.4.2. La nitrorreduccién en los antiparasitarios

El mecanismo de accion de los agentes antiparasitarios como el ronidazol, es

desconocido, no obstante, con las bases bioquimicas, usando diversos analogos

marcados radiactivamente, se sugiere que el ronidazol es activado por una reducciéon

del grupo nitro, en donde se pueden forman dos compuestos capaces de unirse a

alguna biomolécula como el ADN o a una proteina esencial para el parasito. Estos dos

compuestos presentan grupos altamente reactivos, como es el caso de la hidroxilamina

y de un doble enlace (Figura 15).5?
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Figura 15. Bioactivacion del ronidazol

Existen otros compuestos nitroaromaticos como el benznidazol y el nifurtimox,

gue actlan contra el protozoario Trypanosoma cruzi, a través de la generacion de

especies reactivas de oxigeno.

N
o
H, -
(e}
benznidazol
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2.5. La estrategia de la hibridacion molecular

El compuesto prototipo es una molécula que presenta una actividad biologica de
interés, pero puede poseer algunas caracteristicas indeseables, tales como, alta
toxicidad, otras actividades bioldgicas, dificultades de absorcion, insolubilidad acuosa,
problemas de inestabilidad quimica y metabélica.!**!

El propdsito principal de la optimizacion de un prototipo, es obtener nuevas
moléculas con mejores propiedades fisicoquimicas que le permitan: tener una mejor
permeacién celular, evitar el reflujo de transportadores, disminuir la unién a proteinas y
disminuir el metabolismo de primer paso.

En la Quimica Farmacéutica se dispone de tres modalidades para el

procedimiento de modificacion molecular:

e Simplificacion del prototipo
e Modificacion sistematica (replicacion moduladora)

e Asociacion de dos moléculas

La simplificacion del prototipo es conocido también como “variacién estructural
disyuntiva”, se aplica principalmente a productos naturales de estructura compleja.
Como su nombre lo indica la simplificacion del prototipo consiste en reducir una porcion
de la estructura del prototipo, aunque en algunos casos la simplificacion del prototipo
conduce a la perdida de la actividad. En casos esporadicos, el proceso es inverso y la

estructura del prototipo, en vez de simplificarse, se hace mas compleja./*

La modificacién sistematica consiste en la variacion de determinados grupos
funcionales o porciones estructurales del prototipo. Normalmente, la actividad
farmacoldgica del prototipo se mantiene, pero en algunos casos se descubre en un
analogo, un nuevo perfil farmacologico. La modificacion sistematica es la metodologia

que se utiliza con mayor frecuencia, en la optimizacién de un prototipo.™

La asociacion de dos o mas moléculas, a través de enlaces covalentes, para
formar una nueva estructura que potencia la accion de ambos. Existen dos tipos de
asociaciones: compuestos gemelos (asociacion de moléculas iguales) o hibridos

(asociacién de dos moléculas distintas).3!
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A continuacion se puede observar la formacion de un compuesto hibrido, que
consiste en la unién del paracetamol, un farmaco analgésico y antipirético, con la
aspirina, un farmaco analgésico, antipirético y antiinflamatorio, para dar lugar al
benorilato, un farmaco de mayor potencia, usado como analgésico, antipirético y

antiinflamatorio.

COOH o o

OH
o) CHs

- O _CHs
+ H4C-OC-HN \"/

H3C-OC-HN o o
paracetamol aspirina benorilato

Figura 11. Hibrido disefiado por la unién de dos farmacos.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En este proyecto se pretende sintetizar un compuesto hibrido, por medio de la
union de dos grupos farmacoforicos, presentes en compuestos con actividad
antiparasitaria, uno de ellos forma parte de la molécula de albendazol, para que posea
un mecanismo de accion similar a este farmaco y una porcién nitro aromatica, presente
en otros antiparasitarios, para que sufra el proceso de biorreduccién. Bajo este

contexto se plantea la siguiente hipotesis:
La unidn covalente entre el 1H-bencimidazol-2-carbamato de metilo y el [(4-

nitrobencil)oxi]carbonilo, estructuras presentes en varios farmacos antiparasitarios, da

como resultado un compuesto hibrido con actividad antiparasitaria.

e NS O

albendazol
NO,
I
° N
\}NHCOOCH3
N
H

2-[(metoxicarbonil)amino]-1H-bencimidazol-5-carboxilato de 4-nitrobencilo

compuesto hibrido FHL18

PA: Principio activo
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De acuerdo a esta hipétesis se proponen los siguientes objetivos:

1. Realizar la sintesis del 2-[(metoxicarbonil)amino]-1H-bencimidazol-5-carboxilato
de 4-nitrobencilo (FHL18).

2. Caracterizar la estructura del 2-[(metoxicarbonil)amino]-1H-bencimidazol-5-
carboxilato de 4-nitrobencilo, utilizando técnicas analiticas como Espectroscopia
de Infrarrojo, Resonancia Magnética Nuclear Protonica, asi como

Espectrometria de Masas.
3. Finalmente comprobar la actividad antiparasitaria del 2-[(metoxicarbonil)amino]-

1H-bencimidazol-5-carboxilato de 4-nitrobencilo, en el modelo experimental de

Taenia crassiceps.
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4. DISENO EXPERIMENTAL
Parte quimica

El compuesto disefiado como hibrido FHL18 se obtendra de acuerdo con el siguiente

esquema:

ler paso. Obtencion del acido 3,4-bis{[(metoxicarbonil)carbamotioillamino}benzoico (I)
0

HOOC NH, HOOC NHCSNHCO,CH,4
KSCN + )}\ + E——
H5CO cl CH4CN anh.

NH, NHCSNHCO,CH;

2do paso. Obtencion del 2-[(metoxicarbonil)amino]-1H-bencimidazol-5-carboxilato de
4-nitrobencilo (FHL18)

HOOC NHCSNHCO,CH
2778 1)CDI/CH4CN
@ >—NH
NHCSNHCO,CH;  2) alcohol 4-nitrobenci|ico

DBU / CH3CN anh.
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1. Obtencion del acido 3,4-bis{[(metoxicarbonil)carbamotioillamino}benzoico (1)

o) O
KSCN + )k > A )I\ e
cl o CH4CN anh. sZ SN o
OH
o
e} o N N (0]
" 5 \”/ \ﬂ/
1o A )I\ - — ° ©
f s SN o /'Ni
NH
2 S NH
0 o

En un matraz bola de dos bocas de 250 mL, equipado con refrigerante en
posicién de reflujo, agitacion magnética y calentamiento, se colocan 0.56 meq de
tiocinato de potasio disueltos en 150 mL de acetonitriio anhidro, con ayuda de un
embudo de adicion, se agrega gota a gota 0.54 meq de cloroformiato de metilo, al
finalizar la adicion del cloroformiato de metilo se deja con agitacion a temperatura
ambiente durante una hora. Pasado este tiempo se adicionan 0.143 meq del acido 3,4-
diaminobenzoico, se deja en posicion de reflujo a una temperatura de 85°-90° C, hasta
transformacion total del reactivo (1-1.5 h.). Después de terminada* la reaccion se enfria
a temperatura ambiente, posteriormente se agregan 100 mL de agua fria, apareciendo
un precipitado, el cual se filtra a vacio y se lava tres veces con agua. Finalmente se
lava con benceno y se deja secar durante 48 horas, a temperatura ambiente. Se
obtiene un sélido de color amarillo claro con punto de fusién definido.** El rendimiento

y el punto de fusion del compuesto se indican en la Tabla 1.

* El final de la reaccidon se monitorea a través de una cromatografia en capa delgada,
usando como fase movil una mezcla de cloroformo/metanol 90:10, hasta la
transformacion total del acido 3,4-diaminobenzoico, en la mezcla de reaccion. Como
referencia una disolucion del &cido 3,4-diaminobenzoico, usando como disolvente

acetonitrilo.
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2. Obtencion del 2-[(metoxicarbonil)amino]-1H-bencimidazol-5-carboxilato de 4-
nitrobencilo (FHL18).

0] @) /
HOOC NHCSNHCO,CH
2" 1)CDI/ CH4CN o N §—o
> /©/\ | H—NH
NHCSNHCO,CH;  2) alcohol 4-nitrobencilico, O,N H

DBU / CH;CN anh.

Se prepara un globo unido a una llave, el cual se llena con gas N,. En un matraz
de una boca de 250 mL, se pesan en ambiente de N,, 0.15 meq de 1,1-
carbonildiimidazol (CDI) y se tapa el matraz con un tapén septum, a continuacion se
pesan 0.1 meq del acido 3,4-bis[3-(metoxicarbonil)tioureido]benzoico y se suspenden
en 30 mL de acetonitrilo anhidro. Se agrega la suspension al matraz bola de 250 mL,
se coloca el refrigerante en posicién de reflujo y se conecta en la parte superior, el
globo con N,. Después se abre la llave y se purga el sistema en tres ocasiones.
Comienza la agitacién y calentamiento a 60° C, hasta la transformacién total del acido
3,4-bis{[3-(metoxicarbonil)carbamotioillamino}benzoico (1-1.5 h.). Se forma una
suspension de color blanco amarillento. Después se adicionan 0.1 meq del alcohol 4-
nitrobencilico y 0.13 meq de DBU (es una base que permite la ciclacion).®* Se coloca
en posicion de reflujo el refrigerante y se conecta el globo con gas Nj, se purga
nuevamente el sistema tres veces. Se deja con agitacion y calentamiento a 60° C,
hasta la transformacion total del alcohol 4-nitrobencilico** (18-24 h.).

Después de la adicion del DBU se forma una suspension de color amarillo, a los
30 minutos de calentamiento, se produce una suspension de color verde oscuro y
finalmente a las 12 horas de calentamiento, la mezcla de reaccion se torna en color
café oscuro y se forma un precipitado color blanco.

Tras la transformacion total del reactivo aproximadamente 18-24 h., se enfria a
temperatura ambiente, se filtra al vacio y se lava con cloruro de metileno. Se obtiene un
sélido de color blanco que se deja secar. El rendimiento y el punto de fusion del
compuesto FHL18, se indica en la Tabla 1.

** Se monitorea cada etapa de la reaccion a través de una cromatografia en capa
delgada, usando como fase mévil una mezcla de cloroformo/metanol 80:20, hasta la
transformacion total de cada reactivo. Se aplica en cada cromatoplaca una disolucién

de alcohol 4-nitrobencilico y del compuesto |, usando como disolvente acetonitrilo.
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Parte bioldgica

La actividad antiparasitaria del compuesto FHL18 se evalué mediante el Ensayo
de susceptibilidad in vitro para Taenia crassiceps.

Se emplearon las formas larvarias o cisticercos de la especie de Taenia
crassiceps, cisticercos evaginados y parasitos adultos, obtenidos por infecciones
experimentales de hamsters dorados inmunosuprimidos. Los cisticercos que se
emplearon en los ensayos se recuperaron luego de la necropsia de cerdos
naturalmente infectados, teniendo cuidado de obtenerlos completos y sin dafio alguno.
Después se lavaron exhaustivamente con PBS pH 7.2 y se agruparon para ser
utilizados en las diferentes facetas de los experimentos por realizar. Para obtener los
cisticercos evaginados, los cisticercos recuperados, después de la necropsia, se
colocaron en medio de cultivo RPMI 1640, complementado con buffer HEPES (&cido N-
2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico) y el pH se ajusto a 7.2 con bicarbonato de
sodio, en presencia de tripsina o sales biliares de cerdo al 1%. Se incubaron a 37 °C,

durante dos horas, para inducir la evaginacion.

Los ensayos de evaluacion de la actividad de los compuestos se efectuaron
con parasitos completos y con un buen aspecto aparente. Previo a los ensayos con los
compuestos, los parasitos se acondicionaron al medio de cultivo ya mencionado y una
vez que el compuesto fue adicionado, los parasitos se recuperaron a intervalos de
tiempo definidos. Las evaluaciones macroscopicas que se realizaron mediante
observacion durante el tiempo en que los compuestos estuvieron en contacto con los
parasitos fueron: aspecto general, motilidad, cambio de color, destruccion de los
parasitos. En el caso de cisticercos, si existe la posibilidad de recuperarlos bien, los
parasitos se procesaron para recuperar su fluido vesicular y sus tejidos mediante
ultracentrifugacion a 100 000 rpm. Grupos de 30 +/- 5 parésitos fueron incubados in
vitro en placas multipozos de 2.5 cm de didmetro, a 37 °C, bajo una atmoésfera de 5%
de CO, y 90% de humedad, a los cuales se les adicionaron 4 mL de medio de cultivo
con el compuesto a evaluar en dos concentraciones. Como control negativo se
cultivaron los parasitos en medio con 0.125% de DMSO y 0.075% de etanol, que
corresponden a las concentraciones finales de los disolventes empleados y como

control positivo se uso el sulféxido del albendazol. Los cultivos se dejaron por 11 dias y
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cada uno de los experimentos se efectud por triplicado. Con la finalidad de asegurar
gue los cisticercos estén expuestos a concentraciones constantes de los compuestos a

evaluar, diariamente se hicieron cambios con medio de cultivo fresco.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Parte quimica

El compuesto sintetizado en este trabajo fue disefiado como una molécula hibrida

con posible accién antiparasitaria. En su disefio se consideraron los siguientes

aspectos:

a)

b)

Primeramente se selecciond la porcion de 1H-bencimidazol-2-carbamato
de metilo, que forma parte del albendazol. Con ello se espera que la
molécula presente actividad antiparasitaria con un mecanismo de accién
similar al de este farmaco.

La otra porcion estructural esta constituida por el [(4-
nitrobencil)oxilcarbonilo, grupo presente en varios farmacos
antiparasitarios. Esta porcion estructural presenta la ventaja de que el
grupo nitro al sufrir un proceso de reduccion enzimatica, que se espera

ocurra en el parasito, puede convertirse en una molécula con actividad

antiparasitaria.
O
(0] PA
Hsc/\/s O
NO,
albendazol
NO,
O
|
o N
A@[ \>—NHCOOCH3

N
H
2-[(metoxicarbonil)amino]-1H-bencimidazol-5-carboxilato de 4-nitrobencilo

compuesto hibrido FHL18

PA: principio activo
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En la Tabla 1 se muestran los resultados de constantes fisicas y rendimientos de
los compuestos sintetizados. Los rendimientos obtenidos fueron mayores al 75% en la
sintesis de la materia prima y del producto principal. Con estos resultados se
cumplieron las expectativas de la preparacion, ya que se pudo contar con cantidades
suficientes del compuesto hibrido para realizar los ensayos de actividad biologica in

vitro, contra la larva de T. crassiceps.

Por otro lado, se puede apreciar que los compuestos sintetizados presentan
puntos de fusion por arriba de los 200° C. En la Tabla 2 se muestran los resultados de
datos espectroscopicos y espectrométricos obtenidos tanto del producto intermedio

como del producto principal (FHL18).

Tabla 1. Rendimientos y caracteristicas de los compuestos | y FHL18

Compuesto | Punto de fusién | Rendimiento Aspecto fisico
(°C) (%)
I 253.8 89.5 Polvo de color
amarillo claro
FHL18 247.3-248 78.9 Polvo de color
blanco

Tabla 2. Datos Espectroscépicos de los compuestos sintetizados.

Compuesto Datos espectroscopicos

Espectro 1, IR (KBr) cm™ 3180 (OH), 1527 (C=S),
Y 1040 (C=S).

Espectro 2, RMN *H (TMS, DMSO-dg) &: 3.71 (s, 3H,
OCHs), 7.87 (dd, 1H, J=1.8, J=8.4, H-b), 8.07 (d, 1H,
J=8.4, H-a), 8.21 (d, 1H, J=1.8, H-c), 11.31 (s, 1H, int.

O p a g J—© Con D,0, NH), 11.51 (s, 1H, int. Con D,O, NH), 11.52
O
I (s, 1H, int. Con DO, NH), 11.55 (s, 1H, int. Con D0,
NH), 13.3 (s, 1H, int. Con D,0, OH).
PM 386.4

Espectro 3, EM (ID/FAB+) m/z: No se observo la sefal

de ion cuasimolecular [M+1].
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Espectro 4, IR (KBr) cm™: 2732 (O-CHs), 1708 (C=0),

i 0»,0/ 1349 (NO,).
N
ON OA O)UN%NH Espectro 5, RMN 'H (TMS, DMSO-dg) 3: 3.79 (s, 3H,
H

OCHg), 5.47 (s, 2H, CHy), 7.48 (d, 1H, J=8.4, H-6), 7.73
(dd, 2H, J=8.4, H-2", H-6), 7.8 (dd , 1H, J=1.2, J=8.4,
H-7), 8.11 (s, 1H, H-4), 8.25 (dd, 2H, J=1.6, J=8.4, H-3,
H-57), 11.97 (s, 1H, NH).

Espectro 6, EM (ID/FAB+) m/z: No se observo la sefial

FHL18
PM 370.3

de ion cuasimolecular [M+1].

5.1.2 Discusion de la informacién espectroscopica de los compuestos | y FHL18

En la Tabla 1 se pueden observar los puntos de fusién y los rendimientos de los
compuestos | y FHL18. La estructura de los compuestos sintetizados fue corroborada
con los datos de Espectroscopia de Infrarrojo, Espectroscopia de resonancia magnética
nuclear. Aunque no se observa el i6n molecular en el estudio de Espectrometria de

Masas (ID/FAB+) para el compuesto FHL18 y I.

Espectroscopia de infrarrojo (IR).
El compuesto | analizado por IR (en pastilla con KBr), presenta una banda de

absorcién en la region de 3600-3180 cm™ que corresponde a las vibraciones de

estiramiento vV O-H del acido carboxilico, la banda de absorcion en 3015 cm™
corresponde a las vibraciones de estiramiento vV C-H del anillo aromético, las bandas

en 1179 cm™y en 1726 cm™ son asignadas a la vibracién de estiramiento vV C=0 del
acido carboxilico, la banda de 1603 cm™ es asignada a las vibraciones de estiramiento
V C=C del anillo aromatico, las bandas en 1527 cm™ corresponden al estiramiento v C-
N de las aminas secundarias, las bandas en 1349 y en 1241 cm™ se relacionan con la
vibraciones simétricas Vg Yy asimétrica V55 pertenecientes al O-CHgz del grupo éster, y la

banda en 1040 cm™ corresponde a las vibraciones de tensién st C=S.
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El compuesto FHL18 fue analizado por IR en pastilla (KBr). EI compuesto

presenta una banda de absorcién en 2732 cm™ y otra en 1275 cm™ que pertenecen a

las vibraciones de estiramiento simétrico Vs y asimétrico V,s, respectivamente del

grupo O-CH3, la banda en 1708 cm™ es asignada a la vibracién de estiramiento v C=0
del grupo éster, la banda en 3379 cm™ corresponden a las vibraciones de estiramiento

Vv Ar-NH-R, las bandas que aparecen en la zona de 950-650 cm™ son generadas por
las vibraciones de tensién 6 C=C provenientes del esqueleto aromaético, en tanto las

cuatro bandas entre 1600-1450 cm™ corresponden a las vibraciones de estiramiento v
C=C de este anillo, la presencia de dos bandas de absorcién en 1524 cm™ y 1349 cm™
se debe a las vibraciones de estiramiento asimétrico Va5 y estiramiento simétrico Vs,

respectivamente, del grupo nitro (NO.).

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (R.M.N.) de *H.

El disolvente usado para efectuar los espectros de RMN de *H fue el
dimetilsulféxido (DMSO), y como estandar interno se utilizo tetrametilsilano (TMS).

El espectro del compuesto | presenta las siguientes caracteristicas:

« Una sefial en 3.71 ppm, originada por el grupo metoxilo del grupo
carbamato.

s Tres sefiales entre 7.87-8.21 ppm, originadas por los protones del anillo
aromatico.

« Tres seinales entre 11.31-11.55 ppm, originadas por los protones del grupo
amino del bistiureido.

% Una sefial en 13.3 ppm, originada por el grupo hidroxilo del &acido

carboxilico.

El espectro del compuesto FHL 18 presenta las siguientes caracteristicas:
% Una sefial en 3.79 ppm, originada por el grupo metilo del grupo carbamato

en la posicidn 2, en el sistema del bencimidazol.
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% Una sefal en 5.47 ppm, que corresponde al grupo metileno que esta unido
al anillo aromatico y al oxigeno del carboxilato en la posicion 4 del anillo de
bencimidazol.

s Dos sefales entre 7.47-7.51 ppm, formadas por los dos protones
aromaticos equivalentes, de las posiciones orto al grupo nitro.

% Tres sefiales entre 7.69-7.75 ppm, correspondientes a los protones de las
posiciones 6 y 7 del sistema bencimidazdlico.

% Una sefial en 8.11 ppm, originada por el protdn en la posicion 4 del anillo
de bencimidazol.

% Dos sefales entre 8.25-8.29 ppm, formadas por los dos protones
aromaticos equivalentes, de las posiciones orto al grupo metileno.

« Una sefal en 11. 85 ppm, originada por los protones del grupo amino del
grupo carbamato y del grupo amino del anillo heterociclico.

Analisis Elemental.-

Se realizd el analisis elemental del compuesto FHL18, para corroborar su
composicién de C, Hy N, se obtuvieron los siguientes resultados:

% Teorico % Obtenido
C= 55.14 C= 54.16
H= 3.81 H= 4.13
N= 15.13 N= 16.24

El analisis elemental demuestra el porcentaje obtenido de los elementos C, Hy N,
del compuesto FHL18, y de acuerdo al porcentaje tedrico esperado, se confirma que
corresponde a un compuesto hibrido, constituido por una porcion presente en la

molécula del albendazol y una porcion nitro aromatica.
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5.2. Parte bioldgica

Una vez purificado y secado el compuesto FHL18, en el Instituto Nacional de
Neurologia se evallo esté compuesto contra Taenia crassiceps de la cepa ORF y de la
cepa WFU. A continuacion se presentan los resultados del porcentaje de inhibicion de

los compuestos FHL 18 y del sulfoxido de albendazol, usado como referencia:

Tabla 3. Actividad bioldgica In Vitro del FHL18 contra Taenia crassiceps cepa ORF y

WFU
Cepa ORF Cepa WFU
Compuesto log P** Concentracion (uM)
0.28uM 1.7uM 0.28uM 1.7uM

FHL18 2.94 41 + 4.6* 68 + 7* 22.6 +2.3* 26 + 4*
sulfoxido de 0.86 47 + 5* 88 + 7* 25+ 2.3* 35+ 2.3*
albendazol

Control 0 0 0 0

*porcentaje de inhibicion
** Los valores de log P (logaritmo del coeficiente de particion) se calcularon con el

programa ACD/Labs version 9.0.

De acuerdo con los resultados obtenidos, un alto porcentaje equivale a una mayor
actividad del compuesto contra la fase larvaria de T. crassiceps. Es decir que el
porcentaje es el nimero de cisticercos de T. crassiceps inhibidos por cada uno de los

compuestos a prueba, a las concentraciones sefialadas.

Tanto en la Cepa ORF como en la cepa WFU de la larva de Taenia crassiceps, el
compuesto FHL18 muestra actividad semejante al sulfoxido de albendazol, a una
concentracion de 0.28 uyM. En tanto que, contra la cepa ORF, el sulféxido de albedazol,

a una concentracion de 1.7 yM, presenta mayor actividad que el compuesto FHL18.

Ademas, en la prueba in vitro frente la cepa WFU, tanto con el sulfoxido

albendazol como con el FHL18, a una concentracion de 1.7 yM, no se observa un
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aumento considerable de la actividad, con respecto a la que se presenta con la

concentracion de 0.28 uM.

No obstante, el sulféxido de albendazol mostré alta inestabilidad al oxidarse a
sulfona. Este compuesto de oxidacion no posee actividad antihelmintica contra el
cisticerco de T. crassiceps, pero el sulféxido de albendazol metabolito de
biotransformacion del albendazol, si posee actividad contra el cisticerco de T.
crassiceps y por ende contra el cisticerco de Taenia solium. En cambio el compuesto
sintetizado FHL18 presenta alta estabilidad en el medio ambiente, ademas de
presentar una constante de particion suficiente para atravesar la barrera
hematoencefalica. En general los compuestos con log P entre 2-4 son lo
suficientemente lipofilicos, para atravesar esta barrera.

A continuacién se presenta la reaccion de oxidacion del albendazol, en la que el
compuesto intermedio ABZSO, se forma por accion de enzimas hepaticas de primer
paso, del sistema enzimatico citocromo P450, y a su vez, por este mismo sistema, el
grupo sulfoxido se oxida a sulfona. Este producto no posee actividad contra el

cisticerco de Taenia solium.

I
- CaHs S \ [0] CsH,S
albendazol (ABZ) —————» | J\ ﬁ } gm Q
I
N NH-C-0-CHs N”" NH-C-0-CHg

ABZSO  5-(propilsulfonil)-1H-bencimidazol-2-il-carbamato de metilo
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6. CONCLUSIONES

Se logré sintetizar un compuesto hibrido FHL18, el cual posee actividad
antiparasitaria contra el cisticerco de Taenia crassiceps, por lo tanto se comprueba la

hipotesis planteada.

Ademas de los conocimientos adquiridos durante la realizacion de este proyecto, los

resultados obtenidos permitieron llegar a las siguientes conclusiones:

1. Se logré la sintesis del FHL18, a parir del acido 3,4-
bis{[(metoxicarbonil)carbamotioillamino}benzoico, utilizando en la ruta
de sintesis el 1,1 -carbonildiimidazol como agente acoplante, para
facilitar la formacién del enlace éster y la ciclacion del intermediario

bencimidazol 2-carbamato de metilo.

2. Se elucidaron las estructuras de los compuestos | y FHL18, a través de
técnicas analiticas espectroscopicas, como Espectroscopia de IR,
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de *'H vy

Espectrometria de Masas de Bombardeo Rapido Atémico (FAB+).

3. Durante la realizacion de las pruebas in vitro de la actividad
antihelmintica, se comprobd que el compuesto sintetizado FHL18 es
muy estable, pues no sufre oxidacién en el medio ambiente como el
sulfoxido de albedazol, ademas de que posee un coeficiente de reparto
capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, sitio diana donde se

desarrolla la larva de Taenia solium.

4. Se determind la actividad biologica in vitro del compuesto FHL 18 contra
la larva de Taenia crassiceps. EI compuesto FHL18 es capaz de
afectar a las larvas de T. crassiceps, tanto de la cepa ORF como de la
cepa WFU y presenta una actividad antiparasitaria semejante a la del

sulféxido de albendazol.
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Andlisis elemental del 2-[(metoxicarbonil)amino]- 1/ -bencimidazol -

S-carboxilato de 4-nitrobencilo

EAGER 200 = SUMHARY

Company name : Fisons Instrumen
operator ID : W.D.
HMathod Iin use : CHHS

- - 2 e S e e e

i Group Sample Hame Sample Num. Filename Weight

1351 FHL1E 135 OTS201la .845

Component name Concentrations
Hitrogen (%) 16.26258
Carbon [%) 54.039458
Hydrogen (%) 4.087141
Sulphur (%) i

—— - ok

# Group Sample Hama Sampla Hum. Filename Weight

—— - ———— e

1361 FHL1#A 136 oTs20lb . TeS

Conponent name Concentrations

Nitrogen (%) 16.232
Carbon (%) 54.29387
Hydrogen (%) 4.178427
Sulphur (%) i]

Group 1
............. Avarage Std. Dav. % Rel. 5. D. Variance

Nitrogen (%) 16.24729 1.935014E-02 ,1190976 3.Ta44279E=04
Carbon (&) 54.16666 17HETEG 3318261 J.2247T6GE=02
Hydrogen (%) 4.132784 6.457091E-02 1.562407 4.169403E-03
Sulphur (%) Lt 0 0 o

% Tedrico Analizador Elemental Fisons EALIOS

C= 5514 Fecha de andlisiz 11 de octubae de 2007

H= 381 Realizd: Mayel Balbisi

= 1513 Observaciones: Winguna.

= i
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