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RESUMEN

En esta tesis se describe el Modelado Molecular, Ia sintesis, la evaluacién
biolégica antihelmintica y herbicida de los siguientes N-fenilcarbamatos de metilo:
4-propiltio (4),4-feniltio(7), 4-benzoil(11), 4-hidroxi(12), 4-metoxi(13), 4-nitro(14), y
4-cloro (15).

El modelado molecular se realizé con el programa Spartan, con el que se
determiné el minimo energético global de los bencimidazol carbamatos de metilo:
Albendazol, Mebendazol y Fenbendazol como modelos y sus carbamatos
analogos propuestos, con el Hamiltoniano AM1. Se calcularon descriptores
moleculares y superficies electronicas para cada molécula, y se compard la
similaridad estructural respecto al volumen compartido, entre los compuestos

modelo y los compuestos propuestos.

Al comparar los descriptores moleculares, asi como las estructuras
obtenidas de la minimizacidbn energética de los bencimidazoles modelos y sus
respectivos carbamatos analogos propuestos, éstos resultaron casi idénticos, a
excepciéon del coeficiente de particion (Log P) y superficie molecular. La
comparacion del volumen compartido indicé que existe un 0.58 a un 0.78 de

coeficiente de similaridad entre ellos.

Por otra parte, el calculo de la superficie del potencial electrostatico revelé
dos potenciales importantes en la serie bencimidazélica: uno positivo inducido por
el nitrégeno del carbamato ( presente solo en los compuestos 7 y 10), y otro
negativo inducido por el nitrégeno sp? del anillo del imidazol (presente en el

compuesto 4, pero en el sitio del potencial positivo).




Estas caracteristicas estructurales (similaridad en volumen) y electronicas
(potencial electrostatico) que presentaron los carbamatos con respecto de los

bencimidazoles; permiten intuir una actividad antihelmintica, en el siguiente orden:
11<7<4,

Los compuestos sintetizados se identificaron por sus datos
espectroscopicos de IR, RMN y Masas, los cuales fueron concordantes con las

estructuras esperadas, resultando nuevas dos de ellas.

Los ensayos in vitro contra Triquinella spiralis como modelo de helminto,
mostraron una reduccién de la actividad de las larvas musculares del 20.5 £ 11.2
%y 2+ 09 % a una concentracién de 1 pg/ml para los carbamatos 4 y 11
respectivamente, que no se presentd en los bencimidazoles, y a 10 ug/mi del 25.2
+ 11.5, 28.0 + 11.4, y 32.2 £ 6.1 para los carbamatos 4, 7, 11, muy similares a los
encontrados para los bencimidazoles. Estos resultados comprobaron los

predicciones de actividad obtenidas del estudio computacional.

Por otra parte los ensayos de la actividad herbicida de los carbamatos
sintetizados mostraron una inhibicién total del flujo de electrones desacoplado de
la fotosintesis, en una concentracién menor de 500 uM , tres de ellos resultaron
nuevas moléculas inhibidoras,de la reaccion de Hill con potencial actividad
herbicida (Carbamatos 4, 7, y 11), con una potencia de inhibicion mucho mayor
que los reportados en la literatura(Compuestos 12-15). Los carbamatos inhibieron
el transporte de electrones (basal, desacoplado y fosforilante) comportandose
como inhibidores clasicos de la reaccion de Hill. Dentro de la cadena fotosintética
mostraron tener dos mecanismos de accién, a nivel de Fotosistema Il (Qg) para
los carbamatos reportados y en el lado reducido de PQ, para la nuevas moléculas.

Ademas presentaron una actividad moderada como herbicidas preemergentes.




ABSTRACT.

In this thesis the molecular modeling, synthesis, anthelmintic and herbicidal
activity of the following methyl N-phenylcarbamate derivatives, are described:
4-propylthio (4), 4-phenyithio (7), 4-benzoyl (11), 4-hydroxy (12), 4-methoxy (13),

4-nitro (14), and 4-chloro (15).

The computational study was performed with the Spartan Software,
minimizing the active bencimidazoles: Albendazole, Fenbendazole, Mebendazole,
and compounds 4, 7, and 11, with the Hamiltonian AM1 (Q.M). Then, molecular
descriptors, HOMO-LUMO aﬁd electrostatic potential surfaces were calculated for
all compounds, and the structural similarity between them, using shared volume as

property, were compared.

When the molecular descriptor and the structure obtained from the
minimization were compared, these were very similar, only the partition coefficient
and the molecular area were different. The comparison of the shared volume

showed an 0.59-0.78 coefficient of similarity between them.

On the other hand, the electrostatic potential surface showed two important
potentials in the bencimidazole serie: a positive one induced by the nitrogen of the
carbamate group (which is only present in the compounds 7 and 11), and another
one negative, induced by the nitrogen sp’ of the imidazole ring, which is present in

compound 4, but located on the side of the positive potential.

iii




This structural (volume similarity) and electronic (electrostatic potential)
features present in the bencimidazole serie is present in the new carbamates, and
allowed to predict an anthelmintic activity in the following order 11<7<4.

All the compounds synthesized were identified by spectroscopy and
spectrometric data, also by their physical constants. Two of them are new
molecules.

The “in vitro” assays on Triquinella spiralis as a helmintic model showed
reduction of the larvae activity of 20.5 £ 10 % and 2 £ 0.9 % at 1 ug/ml for
compounds 4 and 11, respectively, the bencimidazoles did not show activity at this
concentration., At 10 ug/ml, 4, 7, and 11 had a reduction of 25.2 + 11.5, 28.0
11.4, 32.2 £ 6.1 % of activity, very similar as those showed by the bencimidazoles.
These results demonstrated the prediction made in the computational study.

The herbicidal activity assays of the methyl carbamates showed a total
inhibition of the Hill reaction activity at concentrations lower than 500 pM. The
three new molecules (compounds 4, 7, and 11) showed potent inhibition, ten times
better than the other carbamates reported in the literature (compounds 12-15). The
carbamates inhibited the electron transport (basal, uncoupled, and phosphorylant)
from water to methylviologen and behaved as a classical inhibitors of Hill's
reaction. In the photosynthetic redox chain, the carbamates showed two sites of
inhibition, at FS Il level (QB) for the reported carbamates and in the reduced side
of PQ for the new molecules. Also they showed a weak activity as preemergence

herbicides.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Dos aspectos importantes que se abordan en esta tesis son el de los
compuestos antihelminticos y el de los compuestos herbicidas. La razon de
abordar éstos, es porque los compuestos sintetizados en este trabajo tienen
estructuras analogas a compuestos que tienen ambas actividades. A continuacién

se presentan los antecedentes que dieron pie a los objetivos de esta tesis.

Con relacién a las helmintiosis' podemos decir que éstas son
enfermedades parasitarias causadas por los helmintos o gusanos planos y
redondos. Estas parasitosis con frecuencia producen severas complicaciones
clinicas. Ademas, constituyen un obstaculo para el crecimiento socioeconémico
por causar malnutricién e incapacidad fisica, lo que lleva a una reduccién de la

capacidad del trabajo en la gente parasitada.?

Mas aun, la presencia de helmintos en animales domésticos lieva a una
baja produccién de leche, came o lana, lo cual representa una pérdida
considerable en la economia de la agricultura y de productos de uso diario en
todos los paises del mundo. Japén sufre una pérdida de 60 millones de dodlares

por afio por infestaciones con céstodos.?

! En esta tesis se empiea la nueva nomenclatura de enfermedades parasitarias publicada
recientemente




INTRODUCCION

La ascariosis causa malnutricién de macronutrientes y vitamina A, lo cual
lleva a un pobre crecimiento y una desnutricién en nifios. Kenia pierde 2.35
millones de Kg de comida al afio, que corresponde a cuatro millones de doélares.
Se ha estimado en el Reino Unido, que la pérdida potencial debido a parasitosis
no tratadas en rumiantes es de 160 millones de libras esterinas. En Estados
Unidos, las pérdidas son aproximadamente de 500, 000 ddlares anualmente por la

infeccién de parasitos en el higado del ganado vacuno.?

Los farmacos antihelminticos son el medio mas ampliamente usado para
controlar estas infestaciones, pero debido a costos y logistica, estos farmacos no
son facilmente disponibles para la mayoria de la gente en paises en vias de
desarrollo. Y aunque existen en el mercado farmacos o mezcla de farmacos para
la cura de estas enfermedades, la incidencia no ha disminuido y se calcula que
mas de 2 millones de personas alrededor del mundo sufren de los efectos
patogénicos de fos helmintos, por otro lado existe un gran nimero de helmintiosis
de tipo muscular como la filariosis, triquinosis, cisticercosis e hidantiosis, para las

cuales no hay todavia un farmaco ideal.

Encontrar moléculas que curen con seguridad la infestacion por helmintos
parasitos relacionados filogeneticamente, representa un fuerte reto, el cual solo se
ha cubierto parcialmente a través de probar compuestos sintetizados o extractos

de plantas directamente contra el organismo blanco { modelo ideat ). 3




Una clase farmacéutica util de amplio espectro ha sido descubierta una
vez por década usando este tipo de método y han pasado casi 20 afios desde la
presencia de una nueva clase, las avermectinas®, por lo que la carencia de una

nueva molécula lider es evidente.

La bibliografia relacionada con los compuestos antihelminticos de amplio
espectro es extensa, en la Ultima década se reporta que existen principaimente
tres grupos de farmacos : los imidotiazoles (morantel, levimasol ) , las
avermectinas y los bencimidazoles,* siendo estos ultimos los que han probado ser
altamente eficaces en animales® y humanos.® Los bencimidazoles han mostrado
ser capaces de eliminar nematodos adultos, céstodos y fasciolas. Pertenecen a
este grupo el albendazol, mebendazol y fenbendazol, los cuales son empleados

como farmacos de primera eleccién.?

Estudios recientes, realizados en México, demostraron que el albendazol
es efectivo, a nivel clinico, en el tratamiento de la neurocisticercosis.” En otros
estudios relacionados con la biodisponibilidad del albendazol, se encontr6 que
este compuesto se absorbe poco (5%) y sblo se detectd su metabolito, el

sulféxido, como Gnico compuesto bencimidazolico en plasma.°
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La mayoria de los compuestos antiheiminticos bencimidazdlicos fueron
disefiados para ejercer su accién en el tracto gastrointestinal. Son muy polares,
de punto de fusién alto y muy insolubles en agua; sin embargo, aunque su eficacia
es grande, no actdan en todos los estadios de algunos parasitos, ni son efectivos

contra parasitos extraintestinales.?

Considerando lo anterior y el hecho que estos compuestos son de
importacién y alto costo, resulta importante contar con nuevas moléculas con
potencial antiheimintico, de estructura sencilla, faciles de preparar y de bajo costo

de produccion.

Para poder contar con nuevas moléculas con potencial antihelmintico, es
imprescindible realizar un estudio amplio que permita conocer a fondo cuales son
los requerimientos estructurales minimos para conservar la actividad intrinseca
antihelmintica. Parte de los objetivos de esta tesis estan relacionados con dicho
estudio amplio. Se ha considerado importantes los estudios realizados en la FES-
Cuautitlan, *° encaminados a la obtencién de carbamatos de etilo que llevaron a la

preparacién del siguiente tipo de compuestos:

R4

HO
R,—@—N ~-C-0-CH,CH; —NO
—OH
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El estudio antihelmintico de estos compuestos sobre Hymminolepis nana

en ratones, demostré actividad equiparable al Praziquantel.!' Si se observa Ia

estructura de los compuestos anteriores, se puede apreciar cierta similitud

estructural con los carbamatos bencimidazoélicos:

X1 X1
N unido a un anillo aromético bencénico.
\©\v N Ns—
NHCO,CH,CH;

o

CeHs—-g—
Carbamato

X . +
@hucozcua CeHg—§—
|
H

N unido a un anillo aroméatico bencimidazéllco.

ALBENDAZOL

MEBENDAZOL

FENBENDAZOL

Ambos tipos de estructuras tienen un grupo carbamato unido a un anillo

aromatico. El hecho de que los fenilcarbamatos de etilo mostraran actividad

antihelmintica contra H. nana podria deberse a un mecanismo diferente al de los

bencimidazoles o bien a que el anillo bencimidazélico no sea imprescindible para

la actividad. Para contar con mas datos que soporten la sequnda posibilidad, seria

interesante sintetizar los carbamatos de metilo siguientes:

Ry Compuesto N°

H O
R:—©‘111—PJ—O—CH3 ﬁ
Ces—C—
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La diferencia entre estos compuestos y los anélogos bencimidazélicos
activos es precisamente el anillo imidazélico. También se ha considerado
importante que las estructuras mas activas de los bencimidazoles (albendazol,
mebendazol y fenbendazol) sélo difieren entre si por el sustituyente en la posicion

5 (6) del anillo bencimidazoélico.

Estudios realizados usando modelado molecular mostraron que la eficacia
en vivo contra Hyminolepis diminuta depende de la orientacion del grupo en
posicion 5 (6), el cual debe de adoptar la conformacion ortogonal con respecto al

12,13,14,15

ptano del aniflo bencimidazdlico, ademas de la relacion de ta actividad con

respecto al momento dipolar y del porcentaje del area polar superficial.

Seria interesante realizar también estudios de modelado molecular de los
carbamatos de metilo para ver la orientacién de los sustituyentes y comparar
estos con la de los bencimidazoles antihelminticos; de esta forma se contaria con
mas informacién para el disefio racional de nuevos antihelminticos. Este aspecto

es también parte del objetivo de esta tesis.
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Considerando el aspecto de los herbicidas tenemos que los carbamatos
son usados en gran nimero en el area agricola, ademas de la farmaceutica . De
aqui que se conozca su actividad bioldgica, particularmente como plaguicidas. La
formula general de los carbamatos es Ry-NH-COO-R,. Dependiendo de la
naturaleza de R,, los carbamatos pueden tener una actividad insecticida (ej.
metilo, aldicarb), fungicida (ej. bencimidazol, benomyl) o herbicida (ej. fenilo,

swep). '®

Muchos herbicidas en el mercado pertenecen al grupo de N-fenil-
carbamatos en los cuales R, es un grupo fenilo sustituido y R, es una cadena

alquilica menor a cuatro carbonos.

Se plantean dos mecanismos de accién de los N-fenilcarbamatos: la
inhibicion del huso acromatico e inhibicion de la fotosintesis, y ésta depende de la
sustitucion en el fenilo y en menor grado de la cadena alquilica. De tal forma que
una cadena alquilica corta como isopropilo, metilo o 4-cloro-2-butinilo (Barban) en
R,, y un patrén de sustitucion en la posicion 3 del anillo bencénico en R;,

contribuyen a un mecanismo de inhibicion de la mitosis. 7

De igual forma, una cadena alifatica corta (2-metil, propil, cloroetil,
propargil) y una sustitucion en 4 y 4, 3 en el benceno, dan inhibidores potentes de
la fotosintesis cuyo sitio de ataque es a nivel de Fotosistema Il (proteina Qg)

actuando como herbicidas foliares.
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Dada la estnuctura de los carbamatos de metilo considerados con
anterioridad, resulta interesante el caracterizar estas moléculas como herbicidas,
ya que presentan todos los requerimientos como herbicidas de tipo foliar; esto es,
cadena corta y sustituyente en posicidbn 4. Por otro lado, presentan los
sustituyentes que en la serie benzimidazélica implica una actividad mas amplia en
helmintos (uno de los principales mecanismos es la inhibicién del huso acromatico
del parasito 4) y una cadena corta que asegura la actividad herbicida por inhibicion

del huso acromatico.




2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Generales:

1.- Realizar la sintesis de los N-fenilcarbamatos de metilo con los mismos
sustituyentes presentes en los bencimidazoles de primera eleccién en el sector
salud.

2.- Comparar las caracteristicas estructurales y electronicas de los
farmacos bencimidazoles con la de los carbamatos analogos, mediante modelado
molecular

3.- Evaluar la actividad antihelmintica de los compuestos sintetizados, in
vitro e in vivo sobre helmintos patbgenos ,

4 - Encontrar alguna relacién entre los resultados del estudio computacional
y de la actividad antihelmintica (QSAR).

5.- Determinar la actividad herbicida sobre la fotosintesis y como agentes

preemergentes.

2.2. Objetivos Particulares:

Realizar la sintesis de los N-feniicarbamatos de metilo 4 sustituidos

propuestos, asi como su caracterizacion estructural por metodos

espectroscopicos.

Determinar las caracteristicas estructurales y electronicas a nivel moiecular
presentes en los bencimidazoles activos: Albendazol, Fenbendazol, y
Mebendazol, compararlas con las presentes en los carbamatos analogos (4, 7, y
14 respectivamente), mediante modelado molecuiar; y tratar de predecir la

actividad de estos ultimos, en base a las diferencias de estas caracteristicas.



OBJETIVOS

Evaluar la actividad de los compuestos sintetizados en larvas musculares
de Triquinella spiralis como modelo de helminto. Correlacionar los resultados del
estudio computacional con los datos encontrados en la actividad antihelmintica, a

fin de determinar alguna relacién estructura-actividad.

Determinar la actividad herbicida de los N-fenilcarbamatos de metilo 4-
sustituidos en dos mecanismo diferentes: como inhibidores de la fotosintesis in
vitro utilizando cloroplastos aislados, determinando su sitio de inhibicién en la

cadena redox fotosintética, y determinando su efecto en la germinacién de

semillas.
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3. GENERALIDADES

3.1. MODELADO MOLECULAR

El Modelado Molecular es una parte fundamental de la Quimica
Computacional, una area de la ciencia que transciende las barreras que separan
la Biologia, Quimica y Fisica. E! modelado molecular se define como la
generacion, visualizacion, manipulacién y prediccion de la estructura molecular
realista y sus propiedades fisicoquimicas asociadas, teniendo como meta el
caracterizar y predecir la estructura y estabilidad de sistemas quimicos, estimar
las diferencias de energia entre diferentes estados, explicar las rutas de reaccién
y el mecanismo a nivel atémico'®. También da ideas sobre la relacién de la
estructura molecular y la actividad biolégica , aportando informacién valiosa que
puede asistir en e! disefio de nuevos farmacos.™

Existen muchas referencias sobre el uso de esta herramienta de

19

investigacion,”™ resaltando el obtenido en ‘el desarrollo de un inhibidor de la

proteasa del HIV.2°

Los cientificos usan programas para el modelado molecular, ganando
ideas en los procesos gquimicos, ya que su interés principal es el aplicarlo para
mejorar el conocimiento quimico. El programa esta casi siempre basado en
informacién empirica; para usardo , se necesita comprender como es
implementado y la naturaleza de la base de datos usada para parametrizar el
método. En general, en cualquier programa de modelado molecular existen al

menos 5 modulos basicos los cuales pueden (y deberian ser encontrados);

1"
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i) El constructor de moléculas o entrada de datos (Input Skecht Builder).

Este médulo permite la entrada de datos del problema y construye un
modelo aproximado (skecht) en 3 dimensiones de la molécula. La entrada de las
coordenadas X, y, z mediante el teclado es la manera mas simple. Muchos
programas tienen una interfase para leer coordenadas de bancos de datos
cristalograficos (Protein Data Bank (PDB), CCB, etc.) o de un archivo estandar
conteniendo coordenadas atomicas y una tabl’a de conexién . Una entrada de
datos mas amigable es la grafica, por medio de un ratén {menos frecuente una

pluma ligera) y un despliegue en pantalla grafico.

El constructor de moléculas trabaja casi siempre como un modelo
computarizado Dreiding, el cual permite la sustitucién de hidrogenos por otros
atomos. Una caracteristica especial en la que se tiene cuidado es en el cierre de
anillos, especialmente para sistemas tensionados. Muchos de los programas usan
este tipo de entrada. El pseudo-modelo de 3 dimensiones obtenido a este paso
necesita refinarse, y los angulos dihedrales de relajacion no han sido optimizados.
En la construccién de proteinas se necesitan funcionalidades especiales para

ensamblar aminoacidos y péptidos.
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iy Constructor del modelo de 3 Dimensiones.

El refinamiento del modelo es necesario, especialmente para sistemas
tensionados. Este empieza de las coordenadas crudas calculadas por el médulo
de construcciéon de entrada, utilizando ya sea Mecanica Molecular (MM) o
Mecanica Cuantica (MQ) para obtener un modelo refinado. Cuando se usa MM , el
programa debera proveer la eleccion entre muchos campos de fuerza y dejar al
usuario elegir entre diferentes algoritmos para minimizar a la molécula [ pasos

descendientes, busqueda de modelo, Montecario, Newton Raphson ].

El constructor también incluye un médulo de andlisis conformacional,
consumidor de tiempo, el cual calcula un minimo global de una superficie de

energia potencial mediante la relajacién de varios angulos dihedrales simultaneos.

i) Modelo electrénico.

Los pasos previos dan la geometria conformacional 6ptima de ia molécula.
La informacidn acerca de la distribucién de los electrones, asi como de la carga
electrica pueden ser solamente calculados por mecanica cuantica . Muchos
sistemas tienen interfaces para programas estandares de Mecanica Cuantica. En
muchos casos puede ser una interfase de entrada de datos, permitiendo al

usuario el empezar un célculo de MQ de una geometria generada con MM.

13
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iv).- Visualizacion y manipulacion.

Este mddulo, donde la facilidad es lo mas importante, permite al usuario el
visualizar y manipular el modelo molecular tan convenientemente como sea
posible. Esto incluye las siguientes facilidades: modelo de bolas y resortes,
modelos de llenado de espacio (CPK), proyecciones de Newman, rotacion
completa, posicionamiento del modelo (p.e. una seleccion facil de un plano
molecular para un mejor despliegue en la pantalla), superposicién de los modelos
moleculares por un método' simple o una optimizacion de la distancia
intermolecular, representaciones de cintas y cilindros de proteinas, atomos y
definiciones de arreglos de enlace junto con su visualizacion, representacion de

orbitales molecuiares y despliegue de potenciales electrostaticos.

v) Calculo de propiedades.

Este mddulo es ciertamente el Ultimo desarrollado en muchos sistemas del
mercado , es el de méas interés para el quimico. Este requiere de un modelo
matematico especifico para cada propiedad y el desarrollo en sistemas quimicos

de simulacién los cuales usan modelos heuristicos y empiricos.

3.1.1. Mecanica Molecular,
El método de Mecanica Molecular (MM) es usado para calcular estructuras
moleculares, energias conformacionales y otras propiedades moieculares usando

conceptos de mecanica clasica.
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Los electrones no son incluidos explicitamente en el método de MM, el
cual es justificado en la base de la aproximacion de Born-Oppenheimer la cual
dice que los movimientos de tos electrones y el nicleo pueden ser separados.
Entonces, el nucleo puede ser visto como moviéndose en un campo de potencial
eléctrico promedio, el método de MM intenta describir este campo por su campo
de fuerza ( Force Field). Un campo de Fuerza de MM consiste de un grupo de
funciones de energia potencial y de pardmetros para estas funciones. (parametros

de campo de Fuerza).

La MM puede ser vista alternativamente como un modelo de esferas y
resortes con fuerzas clasicas entre los atomos. Estas fuerzas clasicas son
descritas por funciones de energia potencial de caracteristicas estructurales como
distancias de enlace, angulos de enlace y torsionales (angulos dihedrales). Esta
funciones contienen un nimero de parametros, los cuales son determinados por
ajustar propiedades computarizadas con las experimentales ( o en algunos

meétodos, las propiedades calculadas por métodos ab initio de mecénica cuantica).

Todos los programas de MM pueden procesar geometrias y energias
conformacionales. Muchos en adicién pueden calcular barreras rotacionales y
superficies de energia potencial, asi como calores de formacion, frecuencias
vibracionales y propiedades termodinamicas derivadas de estas frecuencias (p.ej.

entropias ).
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Muchos programas de MM calculan propiedades geométricas como
distancias de enlace y angulos de enlace de estructuras organicas ordinarias no
torsionadas razonablemente bien, por lo que se emplean como preoptimizadores
de moléculas que se procesardn por métodos que requieren una distancia

precisa.

Entre los campos de fuerza mas empleados se encuentran el MM2 y MM3,
Sybil (Tripos), Cosmic (Oxford Co.), por citar algunos. En la literatura existen
revisiones excelentes sobre las diferencias entre cada uno de elios, asi como los

programas que los contienen. 2

3.1.2. Métodos Teébricos.

Existen 2 métodos comunmente empleados para el estudio teérico de las
moléculas, estos estan basados en la Mecanica Cuantica: Ab initio y
semiempiricos. Ab initio se refiere a todos aquellos modelos en las cuales todas
las integrales de la teoria (variacional o de perturbacion), son evaluadas, ademas
de que todos los electrones son considerados, haciendo que los requerimientos
de tiempo de maquina y capacidad de disco duro aumenten en un n*, donde n es
el nhumero de funciones bases. El nivel de teoria entonces se refiere al tipo de

teoria empleado.
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Los niveles comunes de teoria pueden incluir la de Hartree Fock, o teoria
del orbital molecular, Teoria de la configuracién-interaccion (Cl), teoria de la
perturbacién, etc.. Se usa la palabra modelo para designar aproximaciones al

Hamiltoniano .

Los métodos semiempiricos sélo toman en cuenta los electrones de
valencia, asumiendo que los electrones core apantallan al nucteo, p.ej. la carga de
los electrones core en el carbono es 6-2= 4. Muchas de las integrales
consumidoras del tiempo computacional son omitidas, haciendo que los tiempo de
maquina y capacidad de disco disminuyan a n?, donde n es el niumero de orbitales

de valencia.

En la seleccién de un método para la resolucién de un problema dado, se
tienen que considerar el tamafio de la molécula y el tipo de informacién que se
necesita (cargas, geometria optimizada, potencial de ionizacién, coordenadas
reaccion), asi como la calidad deseada de los resultados.*® Este balance tiene que
ser evaluado para determinar el costo del calculo. Este balance es

I..za en donde se

cualitativamente ilustradc por el estudio realizado por Dewar y co
compararon métodos Ab intio (MP4, MP3; 6-31G*, 3-21G, STO-3G) y
semiempiricos (PM3, AM1, MNDO, MINDO/3, PCILO, INDO, CNDQO) mostrando
que aparentemente los métodos semiempiricos AM1 y PM3 proveen un efectivo

compromiso entre la calidad de los resultados y los recursos de computacién.
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3.1.3. Andlisis Conformacional:

Las conformaciones de una molécula son tradicionalmente definidas como
el grupo de arreglos de sus atomos en el espacio, el cual puede ser
interconvertido solamente por rotacion alrededor de enlaces sigma.

Muchas de las moléculas de interés organico, bioorganico y medicinal
pueden adoptar mas de una conformacion . Las conformaciones de una molécuta
estan tipicamente presentes en diferentes cantidades. La interconversién entre
conformaciones es debido a vibraciones internas de la molécula.

Relacionando cambios en estos movimientos internos a alguna funcion de
energia potencial, es posible considerar cambios en la conformacion de la
molécula como movimientos en la superficie muitidimensional que describe la
relacion entre los valores de funcion y la conformacién. Las conformaciones
estables de una molécula (llamadas a veces conformeros) corresponden a
minimos locales en la funcidon de energia potencial , la molécula lleva a cabo

oscilaciones cerca de cada minimo, alcanzando una entropia conformacional.

La poblacién relativa de la conformacién minima depende de su peso
estadistico, el cual incluye contribuciones tanto de la energia potencial como de la
entropia. Una consecuencia importante de ésto es que el minimo de energia
global en la superficie de energia potencial no necesariamente corresponde a la

estructura con el mayor peso estadistico.
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Para realizar una “busqueda conformacional” es necesario el determinar
aquellas conformaciones de minima energia que se creen contribuyen a toda
funcién de particién conformacional. Esto requiere algun medio de determinar la
energia de una conformacién dada y un método para determinar el minimo en la
superficie descrita por la funcibn de energia potencial. Las energias
conformacionales son calculadas usando mecénica molecular o calculos
semiempiricos.?

3.2. HELMINTIOSIS

Los helmintos (nematodos, céstodos y trematodos ) son responsables de
las helmintiosis, enfermedades parasitarias causadas tanto en el hombre, como
en los animales, por gusanos redondos o planos, disminuyendo asi, la
productividad humana y los beneficios que el reino animal nos proporciona,

creando de esta manera graves repercusiones de salud y pérdidas econémicas.?®

Las helmintiosis son las enfermedades mas extendidas y comunes en el
mundo. Las estadisticas muestran que un tercio de la poblacién humana sufre de
este tipo de enfermedades, y en muchos casos son infestaciones multiples. La
mayoria de las infestaciones por helmintos son adquiridas por contacto con
animales, contacto con tierra contaminada con excremento humano o de

animales, agua infestada con cercarias, ingestién de carne contaminada, etc.
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Algunas de estas infestaciones pueden pasar inadvertidas, en cuyo caso se
llega a establecer una relacion entre el huésped y el parasito que puede durar
afios, pero también existen otras en las cuales se puede provocar debilitamiento,
anemia o hasta la muerte del huésped. Ademas, estas enfermedades provocan

fuertes dafios econémicos en la ganaderia. %

Para el tratamiento de las helmintiosis se han empleados a través del
tiempo muchos compuestos con gran diversidad en sus estructuras moleculares,
que van desde compuestos simples como los hidrocarburos halogenados hasta
moléculas tan complejas como la Lucantona o la Hicantona (avermectinas)®®
(Fig.1). Y aunque es dificil definir la accién de muchos antihelminticos en una fase

exacta, su efectividad se debe por lo general a uno de los siguientes mecanismos

de accion:
a).- Necrosis, paralisis o muerte del parasito.
b).- Irritacién o quemaduras en el tejido del parasito.
c).- Digestion del helminto por un agente proteolitico.
d).- Agentes quimicos que causan disturbios en el helminto, forzandolo a
migrar y ser destruido subsecuentemente por fagocitosis.
e).- Interferencia en algln proceso metabético del helminto.

La fisiologia y la bioquimica son de consideracién para el desarrollo de

antihelminticos efectivos.
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La necesidad de un antihelmintico con un amplio intervalo de accion
parasitaria, alto grado de eficacia; buen margen de seguridad y versatilidad en Ia

administracion , apunto las investigaciones hacia los derivados del bencimidazol.2

Fue asi como en el afio de 1961, investigadores de los laboratorios Merck2®
introdujeron el 2-(4-tiazolil)bencimidazol ( Tiabendazo! ). La desventaja que
presentd este farmaco fue su rapida inactivacion por el metabolismo primario, que
lo convierte a 5-hidroxitiabendazol; éste, puede existir ya sea libre o conjugado
como glucurdnido o sulfato.?

Basados en estas caracteristicas surgieron otros bencimidazoles con la
posicién 5 substituida para evitar el metabolismo y sin el grupo tiazolilo en la
posicion 2, en su lugar un grupo metilcarbamato. Con estos cambios se auments
considerablemente ta vida media de los nuevos bencimidazoles; asi como su

velocidad de eliminacion.?®

De esta forma surgieron farmacos efectivos a bajas dosis y con amplios
espectros de accion, como el Mebendazol, el cual fue producido en 1971 por
Janssen Farmacéutica, confirmado como antihelmintico de amplioc espectro,
marcadamente seguro y ademas util en el tratamiento de infestaciones

humanas.*
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En 1976 Quimica Hoecht sintetiz6 el Albendazol*’ que ha probado ser
efectivo en la neurocisticercosis’, desarrollando después al Fenbendazol, el cual

es usado en medicina veterinaria contra helmintos intestinales en cabras y ovejas.

En 1978 Ciba-Geigy crea el Triclabendazol bajo el nombre comercial de
Fasinex; el cual muestra gran eficacia contra Fasciola hepatica®®, en el cual las

posiciones 5 y 6 estan sustituidas, impidiéndose e metabolismo tem;irano.

El mecanismo de accién de los bencimidazoles se puede dividir en tres

categorias:

1.- Inhibicién de la fumarato reductasa (Tiabendazol).

2.- Inhibicién del transporte de la glucosa (Mebendazo!).

3.- Interrupcién de la funcién microtubular (Albendazol).

La mayoria de los trabajos ** coinciden en que la tercera categoria es el
camino principal, aunque para algunos farmacos, por ejemplo el Triclabendazol,
es todavia desconocido; pero se ha especulado que actia frente a un sistema
enzimatico que es especifico y vital para el metabolismo de la fasciola y que esta

ausente o no es esencial para otros parasitos, ya que el Triclabendazol es poco

efectivo frente a otros helmintos.
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Por otro lado, el Albendazol, Mebendazol y Fenbendazol mostraron ser los
compuestos mas activos en un estudio realizado sobre el protozoario Giardia spp.

demostrando un mecanismo aparentemente inhibidor de la tubulina.**

3.3. HERBICIDAS.

E!' aumento en Ila pobiacibn genera necesidades alimentarias
proporcionales que plantea problemas basicos de aumento en la produccién
agricola. Asl, el hombre para satisfacer sus necesidades de alimento, cultiva frijo!,
maiz, verduras, frutas, etc. Sin embargo, por la accién de diferentes plagas tales
como malezas, insectos, hongos etc., los cuales actdan durante el crecimiento, la
recoleccion y el almacenamiento, se pierde anualmente una tercera parte de la
produccién mundial de los cultivos. Aunque en los paises en vias de desarrollo
(Africa, la India y América Latina) las pérdidas son del 40%, en la agricultura
mexicana la situacion es similar al promedio mundial y se calcula entre un 25 y

30%.%

Una de las plagas que afectan a los cultivos es Ia maleza, la cual entra en
competencia con las plantas agricolas por el agua, luz y nutrientes; lo que hace
indispensable el uso de herbicidas y se explica el por qué del total de los
plaguicidas que se consumen a nivel mundial, el 43% corresponden a los
herbicidas.>® En sentido amplio un herbicida es todo compuesto quimico que
inhibe total o parcialmente el crecimiento de malezas; una maleza es una planta

que crece donde no se desea o una planta fuera de lugar.”’
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Existen cuatro métodos basicos de control de malezas: (1) medidas
preventivas, {2) rotacion de cultivos, (3) control biologico y (4) control quimico .
Este Gitimo método ha sido el mas efectivo hasta el momento para el combate de
la malezas, lo que hace necesario el uso de herbicidas con efectos minimos en
plantas dtiles o en otras formas de vida, es decir, no deben de ser téxicos, se
debe poder manejarios adecuadamente y ser estables en muchas condiciones de

suelo y climas .

Los carbamatos y los tiocarbamatos representan a grupos de herbicidas en
el mercado. Estos compuestos tienen un amplio intervalo de accion en cultivos
agricolas, con ventas de $ 640 millones de ddlares en 1984. Los primeros
carbamatos que salieron al mercado estdn disminuyendo su uso, pero los

compuestos recientes (Fig. 2) y los tiocarbamatos son todavia comerciales.*

Q 0
1 [ ,CHs
Cl NH.C-O-CHs NH-C-O-CH
CHs

]
SWEP PROPHAM
(H) ,CHa
NH-C-O-CH
CH»
Cl
CHLORPROPHAM

Fig. 2 .- Estructura de los carbamatos comerciales usados en Europa.
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El mercado para los carbamatos se ha incrementado constantemente
desde 1972, pero se ha predicho que seran retirados lentamente del mercado en
esta década®® debido principalmente a problemas de degradacién por bacterias, y

ia aparicién de un plasmido en Pseudomonas.

3.3.1. CLASIFICACION DE HERBICIDAS.

Existen muchas clasificaciones de los herbicidas basadas en |a
selectividad, o en tiempo de aplicacion, sitio de accién, por citar algunas. Una de
las clasificaciones mas empleadas es de acuerdo al tiempo de su aplicacién en

relacién al ciclo de crecimiento de las malezas o del cultivo™®:

Tratamientos de preplantacion. Ei herbicida se incorpora en el suelo antes
de sembrar la cosecha. Las plantas de cultivo deben ser tolerantes al herbicida.
La accidn del herbicida en las malezas puede deberse a que al ser absorbido por
la planta, interfiere con varios procesos metabodlicos de la planta incluyendo la

supresion de la divisién celular.

Tratamientos de preemergencia. Los herbicidas se aplican en la superficie
del suelo después de sembrar las semillas pero antes de la emergencia de las

plantulas de la maleza, del cultivo 0 ambas.
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Como la germinacion de semillas y el estado de plantulas es una etapa
deébil en el ciclo de vida anual de !a planta, los tratamientos de preplantacion y
preemergencia son frecuentemente los mas usados ya que son muy especificos y

se requiere muy poca cantidad de herbicida por 4rea cuitivada.

Tratamiento de post-emergencia. El tratamiento con el herbicida se sigue
después de la emergencia de las plantulas del cultivo, de malezas o ambas. La
aplicacién es post-emergente para las plantas de cultivo pero de preemergencia

para las malezas.

3.3.2. MECANISMO DE ACCION.

La industria quimica por su lado investiga herbicidas de rendimiento
maximo, compuestos que bloqueen determinados procesos quimicos de las maias
hierbas seleccionadas. Se debe de tener en cuenta que no todos los herbicidas
tienen un efecto similar en las plantas Y que no todas las plantas tienen una

respuesta similar a algun herbicida especifico.

La inhibicion de la fotosintesis es uno de los efectos primarios mas
importantes de las triazinas, piridazinas, fenilcarbaureas, uracilos, etc. El paraquat
actia como aceptor de electrones en ta cadena redox dei cloroplasto y el paraquat
reducido reacciona con el oxigeno produciendo radicales libres de superéxido y

este se convierte en radical hidroxilo que es la especie toxica.
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Aproximadamente un cuarto de todos los herbicidas que se encuentran en
el mercado actuan inhibiendo la mitosis como un mecanismo primario. Asi los
herbicidas carbamicos barban, propham y cloropropham (Fig. 2) aiteran la
organizacion de los microtibulos del huso acromatico, formando muitiples husos.
Los cromosomas se mueven a muchos polos y resultan maltiples nucleos. Las
paredes celulares anormales ramificadas se separan parcialmente de las
membranas plasmaticas dando como consecuencia que las células no se
reproduzcan , aumentando su tamafio, tiempo después mueren.*' Los
clorofenoxialcanos, fenilacéticos, acido benzoico, dinitroanilinas, nitrilos y piridinas
afectan el metabolismo de los acidos nucleicos entre otros procesos de la planta.
Otros herbicidas afectan la sintesis de pigmentos (carotenos y clorofila a y b).

Generalmente es deseable, desde el punto de vista agricola y ambiental,
que los herbicidas persistan solo lo bastante para completar su actividad
herbicida. Después de un tiempo ideal los herbicidas deben ser degradados por
microorganismos a compuestos inofensivos o por fotodescomposiciéon, o ser
removidos del biosistema.*?

3.3.3. FOTOSINTESIS.
3.3.3.1. GENERALIDADES.

Cuando se ilumina con luz visible a los cloroplastos estos reducen el
anhidrido carbdnico a compuestos orgénicos principalmente carbohidratos; esta
reduccién viene acompafada por una liberacién de O, en un volumen igual al dei
anhidrido carbénico que se ha reducido.*® La ecuacién global de esta reaccién

que constituye la fotosintesis se puede escribir:
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CO, +H,0 —— (CH,0) + 0,

Fase luminosa de la fotosintesis.

INADP® + 2H* + 46" ——» 2NADPH
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La membrana tilacoidal del cloroplasto contiene diversas proteinas que
estan involucradas en la captacion de los cuantos de luz, transporte de electrones,
captacibn de protones y otras reacciones enzimaticas, cada una de estas
proteinas y complejos estan orientados asimétricamente en la membrana

tilacoidal.

3.3.3.2. TRANSFERENCIA DE ELECTRONES. ¥

La transferencia de electrones fotosintéticos en los cloroplastos se
diferencia de la que tiene lugar en ids bacterias en dos aspectos: (1) existe un
flujo de electrones no ciclico, produciéndose una oxidacién del H,O que dona e
en el centro reactivo (CR) del FS |l y una reduccion estequiométrica del NADP" al
aceptar 2¢” y H'; (2) hay dos reacciones luminosas o fotoeventos independientes
que actuan en serie abarcando la amplitud de potencial redox existente entre el
par H,0/ '/, O,y el NADP*/NADPH.

El Fotosistema Il posee una notable capacidad para extraer electrones del
H,O al oxidarlo (H20/1/2 02 E..7 = +820 mV) catalizada por la enzima que
fotoliza el agua y con 4 fotoeventos se lo transfiere al acarreador Y, que es una
tirosina de la proteina D, del centro de reaccion y Yy se lo dona CRII. El donador
primario de ios electrones en el fotosistema Il (FS Il) se denomina Pgg, v s un
dimero de clorofila a unido a D, en donde D, y D, estan interaccionando para
formar el complejo del CRII: Al igual que con el FS |, se genera un campo eléctrico

en menos de 20 ns. El donador que cede sus efectrones al FS Il es el H,0.
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Esta reaccion es catalizada por la enzima que fotoliza el agua con cuatro
estados “S” de oxidacién que cede 4 electrones al Py, antes de oxidar 2
moléculas de H,O a O, + 4H" + 4¢". El electron es transportado via feofitina {que
es de estructura de clorofila a sin la coordinacién del i6n metalico magnesio)} y
este electron es transferido al aceptor secundaric una quinona, Qa, ¥ a un dtomo
de Fe para el siguiente aceptor de electrones Qg. El electrén del aceptor
secundario Qp es rapidamente transferido a la plastoquinona, PQ; cuando Qg
acepta 2e’, también toma 2 protones del estroma y tanto electrones y protones
pasan a lo largo de la cadena transportadora de electrones, cuando. Qg es
subsecuentemente oxidada por la poza vecina de plastoquinonas. Al igual que
con el CR de las bacterias, una segunda PQ ligada podria actuar como
transductor de 2e” y 2H" antes de que éstos sean liberados a la poza de PQ de la

membrana.

Cuando se oxida, PQ dona 2 electrones al aceptor del FS | y libera 2
protones para el lado interno del tilacoide dentro del espacio del lumen. Esto
provoca un aumento de protones en el lumen que conduce a la formacion de ATP,
por medio de la union de la velocidad de fotofosforilacion y del transporte de
electrones. Mediante el flujo de electrones entre la poza de PQ y la molécuia de
plastocianina, PC, que sirve como donador primario de electrones para el FS {,

que es un complejo citocromo bg/citocromo f (cyt be/f).
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El sitio de oxidacion para reducir la hidroquinona, PQH,, es un sitio Fierro-
Azufre (Fe-S) , donde los protones son liberados y los electrones pasan
rapidamente al citocromo f dentro del complejo. El citocromo f reduce a la
plastocianina, PC, que entonces reduce al P,y , la naturaleza del aceptor primario
es una molécula de clorofila a unida a su proteina llamada Ao y después que se
reduce transfiere sus electrones al acarreador de electrones A, que tiene a una
filoquinona como cofactor unido a su proteina y reducen al aceptor que contiene
Fierro, X, ([4Fe-4S],) que pasan los electrones a los dos centros Fierro-Azufre, Ay
B ([4Fe-48], vy [4Fe-4S]B). De aqui los electrones se transfieren a la ferredoxina,
Fd, (cuyo E, es de -530 mV) que a su vez reduce al NADP®, transferencia
catalizada por la ferredoxina-NADP oxidoreductasa. El donador primario Py,
vuelve al estado reducido (en menos de 200 ms) al aceptar 1 electrén de! donador
plastocianina {(PC), que tiene un potencial de reduccion de E,, de + 370 mv.#

3.3.3.3. CIRCUITO DE PROTONES.

Cuando se iluminan cloroptastos que tienen la membrana rota, se produce
una toma de protones y se alcaliniza el medio externo que se puede detectar con
un microelectrodo combinado sensible.

El AE inicial que se produce en las reacciones iuminosas se convierte en
ApH en cuestion de segundos debido a la capitacion de protones con acidificacion
del lumen vy alcalinizacién del estroma y simultdneamente ocurre una
redistribucion del Mg2+ que se transporta en la membrana tilacoidal del lumen al

estroma.
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Las enzimas redox de la cadena transportadora de electrones ordenadas
por sus potenciales de reduccién predicen que por cada 2 electrones transferidos,
2 protones son transportados vectorialmente en el espacio intratilacoidal debido a
la fotélisis del agua y otros dos son depositados en el medio acuoso externo
debido a la formacién de la PQH,.

La estequiometria asociada al FS 1| dependera de la naturaleza del aceptor
terminal. En el caso de que sea un aceptor (2H'2e".) desapareceran 2 protones
del medio; la reduccidn estequiométrica del aceptor natural, el NADP®, aceptor de
(1H" + 2¢), conduce a la toma de un protén, mientras que un aceptor exclusivo de
electrones (como el ferricianuro) no conduce a la entrada de ningun protén.

En cualquier caso aparecen 2 protones en el espacio del lumen tilacoida!
debido a la reoxidacion de la PQH, y el agua. La ATP sintetasa de los cloroplastos
es muy similar a la de la mitocondria, por eso se observa una entrada de H'
dependiente de ATP cuando en la oscuridad se crea un AMH" artificial. Al igual
que con ofros sistemas hay desacuerdo sobre la estequiometria H'/ATP,

habiéndose sugerido los valores 2 y 3.

3.3.4. MECANISMO DE ACCION DE LOS HERBICIDAS EN LA
FOTOSINTESIS.
La clasificacién de los herbicidas se ha revisado extensamente, aunque

una clasificacién muy dtil es la de Moreland*® :
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a) INHIBIDORES DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES.

El transporte de electrones es inhibido cuando uno o mas intermediarios de
la cadena transportadora de electrones son removidos o inactivados. El sitio de
accién de muchos herbicidas inhibidores del transporte de electrones estudiados
se asocian marcadamente en el fotosistema I, reacciones acopladas al FS Il son
inhibidas, como el transporte de electrones no ciclico, desacoplado o fosforilado
con el HO como donador de e y con varios aceptores de electrones (ferricianuro,
NADP, PD, PMS, DPIP oxidado). Herbicidas que interfieren con el transporte de
electrones son: alquilanilidas, p-alquitioanilidas, amino-triazinonas, azido-s-
triazinas, bis-carbamatos, difeniléteres, piridazinonas, triazinonas, urea-

carbamatos, uracilos.

b) DESACOPLANTES.

Los desacoplantes disocian el transporte de electrones de fa formacién de
ATP por la disipacion de alguna via del estado energizado de la membrana, que
ahora se sabe es un gradiente electroquimico de pH y potencial de membrana
que despueés es utilizado por la H*-ATPasa para la fosforilacién del ADP y formar
ATP. La perfluidona es uno de los herbicidas que ha sido reportado que funciona
como desacoplante puro en la fotofosforilacién a pH = 8. Entre los agentes mas
conocidos se pueden citar a los siguientes: el cloruro de amonio (NH,C1), el
dinitrofenol  (DNP), el carbonil-cianuro-p-triflourometoxifenilhidrazona (FCCP),

entre otros.
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c) INHIBIDORES DE LA TRANSFERENCIA DE ENERGIA.
Los inhibidores de la transferencia de energia actian uniéndose
directamente al complejo H*-ATPasa. Al inhibir {a fosforilacién del complejo H* -

ATPasa, ellos inhiben los flujos de electrones acoplados para la sintesis de ATP.

Sin embargo, la adicién de un desacoplante, que proporciona una ruta
alternativa para la disipacién de un estado de alta energia elimina la inhibicién del
flujo de electrones, pero no la formacién de ATP. Algunos ejemplos incluyen a la

N-etilmaleimida (NEM), la N,N,-diciclohexilcarbodiimida (DCCD) y Ia florizina.

d) INHIBIDORES DESACOPLANTES.

El término “inhibidores desacoplantes” es usado para indicar a los
herbicidas que simultdneamente tienen propiedades de inhibidores del transporte
de electrones y desacoplantes. Estos inhiben e transporte de electrones
desacoplado y acoplado de la misma manera que los inhibidores de la reaccion de
Hill como el Diuron, pero el transporte de electrones basal y/o fosforilante es
activado. La fotofosforilacion no-ciclica es inhibida y la reaccion de fosforilacién es
mas sensibie que la reduccidn del ferricianuro. Algunos dinitrofenoles y
dinitrofenoles alquilados son identificados frecuentemente como este tipo de

herbicidas .

35



GENERALIDADES

e). ACEPTORES DE ELECTRONES.

Los compuestos que se clasifican como aceptores de electrones son
capaces de competir con aigiin componente enzimatico de la cadena redox y
subsecuentemente sufren una reduccién. Como ejemplo tenemos: paraquat o
metilviolégeno, ferricianuro, DCPIP, DAD, PMS, FMN, etc., que son usados para

estudios in vitro de reacciones parciales de los fotosistemas .
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4. DESARROLLO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

El trabajo experimental de esta tesis se desarrollé en cuatro etapas las cuales se
describen a continuacién. Primero se realiz6 el Modelado Molecular, seguido de la
sintesis de los compuestos propuestos y finalmente su evaluacion biologica
antihelmintica y herbicida.

4.1 Modelado Molecular.

Para realizar el estudio de Modelado Molecular comparativo entre los
bencimidazoles activos (Albendazo!, Fenbendazoi y Mebendazol) y los carbamatos de
metilo analogos, se utilizé una Silicon Graphics modelo Indy con 32 MB de memoria en
RAM. Las estructuras se construyeron, minimizaron y calcularon en el Software Spartan

4.03 G.L. para sistema IRIX 5.2. de la Compaiiia Wave function.

Todos los bencimidazoles se optimiéaron utilizando un método alterno al
utilizado en la literatura®, debido principalmente a que el campo de fuerza MM2
utilizado en Spartan no estd parametrizado para las amidas y por lo tanto para los
carbamatos.

Primero se diseftaron las moléculas en dos dimensiones en el constructor de
moléculas de Spartan, seguido de una preoptimizacion utilizando el campo de fuerza de
MM de Tripos; después se realizd una optimizacibn geométrica utilizando el

Hamiltoniano semiempirico AM1*®, usando 1as siguientes especificaciones:
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- Optimizacién utilizando el campo de Fuerza Sybil*® (Tripos Inc) para obtener las
geometrias iniciales de cada molécula.

-Todas los moléculas se consideraron especies simples en estado basal.

-Correccion para el grupo amida (MMOK) para AM1, en Spartan.

Al minimo local encontrado para cada molécula se le determinaron propiedades
electrénicas como:

- Descriptores QSAR.

-Superficies de propiedades electronicas (Homo, Lumo, y Potencial
electrostatico)

Para el caso de las nuevas moléculas propuestas , estas presentan mas de
cuatro atomos con enlaces simples, que pueden rotar, lo cual implica que pueden
interconvertirse, por lo que se realizé el andlisis conformacional utilizando el Método
Sistematico.?

Primero se construy6 el nucleo base del fenilcarbamato de metilo, el cual se
preoptimiz6, usando el campo de fuerza Sibyl, Una vez optimizado el nicleo base se
procedié a la construcciébn de los moléculas propuestas y se realizé el analisis
conformacional usando el Método Sistematico, utilizando un nivel de Mecanica
Molecular para el analisis energético de cada molécula con el campo de fuerza Sybil de
Tripos (Optimizacion de un solo punto).

Los enlaces seleccionados fueron los siguientes:

a).- Para el carbamato andlogo al albendazol, el entace de unién del fenilo con el

azufre y los tres enlaces del propilo.
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b) .-Para los analogos del Fenbendazol y Mebendazol los enlaces considerados

son los que unen al azufre y al carbono con los dos fenilos.

El incremento del angulo dihedro para todas las moléculas fue de 30 grados
(360/30 = 122). Después de obtener los confdrmeros de cada molécula (144
conformeros) estos fueron ordenados de mayor a menor energia, se eligieron las
conformaciones de menor energia y con mayor peso estadistico, y al minimo giobal
encontrado se le sometié a un el céiculo semiempirico AM1 , utilizando los mismos

parametros e instrucciones que para los bencimidazoles.

Finalmente se realizé la sobreposicién y comparacién de cada bencimidazol
como modeio con respecto de cada uno de los conférmeros encontrados para cada
cérbamato analogo, usando el médulo de sobreposicion dentro de Spartan, y se
compararon las moléculas utilizando un criterio de volumen compartido (nivel AM1).

Los resultados de estos estudios se muestran en las tablas 1-9; la representacion

grafica de las moléculas en las figuras 4-10.

Las figuras en blanco y negro se realizaron en una impresora Hewlett Packard
6P, y las figuras en color se obtuvieron de una impresora fotografica Kodak en e!
Departamento de Visualizacion de Direccion General Super Computo Académico

(DGSCA), con la ayuda de Victor Hugo Guerrero.
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4.2 Sintesis de los carbamatos de metilo propuestos.

En metodo general para la preparacién de las moléculas propuestas se realizé
mediante la reaccién de la anilina 4-sustituida correspondiente con cloroformiato de
metilo, en acetona, y bicarbonato de sodio como base para remover el HC! generado.

Asl que primero se realiz6 la sintesis de las aminas no comerciales , apartir de la
reduccion del derivado nitrado correspondiente; para enseguida formar los compuestos
4, 7, 11. Los compuestos 12-15 se obtuvieron apartir de sus aminas comerciales.

Todas las sintesis se detallan a continuacion.

4.2.1 Instrumentacién.

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotémetro Perkin
Eimer de transformadas de furier Modelo FT-IR-1600 en pastilia de bromuro de potasio,
las sefiales se reportan en cm-1.

Los espectros de resonancia magnética proténica (RMP) se determinaron en un
espectrofotometro Varian EM-390 usando deuterocloroformo, dimetilsulféxido o acetona

deuterada como disolventes y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.

Los desplazamientos quimicos se dan en ppm (8). Los simbolos de las sefales
son: s = sefial simple, sa = sefial simple amplia, d = sefial doble, t = sedal triple, sxt =

sefial sextuple, m = sefial multiple; las constantes de acoplamiento (J) se dan en Hertz.
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Los espectros de masas se determinaron por un sistema acoplado de
Cromatografia de Gases-Espectrometro de Masas ( CG-EM) o por introduccion directa
de la muestra en un aparato marca JEOL JX102A, mediante la técnica de impacto
electronico. La simbologia utilizada es M+ = ion molecular, M+2, M+4 = picos
isotopicos, las unidades se dan en relacién carga/masa (/).

Los puntos de fusién (pf) se determinaron en un aparato Buchi Mod. 530 y no
estan corregidos. Para concentrar se empleé un evaporador rotatorio marca Biichi RE
111, con vacio generado por una bomba Felisa Mod. 1600 ajustada a 55 cm de Hg v
condensador de hielo seco. Para las destilaciones a presion reducida se utilizé una

bomba de vacio marca EQUATHERM ajustada a 8 mmHg.

Para realizar las hidrogenaciones cataliticas se utilizé un hidrogenador marca
Parr Mod. 391EG con 60 Iblplg2 y 80°C como capacidad maxima, utilizando hidrégeno
de tanque de la casa INFRA y como catalizador paiadio sobre carbono al 5 y 10% de la

casa Aldrich.

4.2.2. Cromatografia en Capa Fina.

Para la cromatografia en capa fina (CCF)se usaron placas de vidrio recubiertas con gel
de silice GF254 de la casa Merck y para la cromatografia en columna se utilizé una
columna de vidrio de 18 cm de altura por 2 cm de didmetro empaquetada con gel de
silice 60, granulos de 0.2-0.5 mm, malia 35-70 (Merck). Los compuestos organicos se

visualizaron con luz UV y por exposicién a vapores de yodo.
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4.2.3. Composicion de los sistemas de elucién utilizados.

SISTEMA COMPOSICION PROPORCION
I Hexano-Cloroformo-AcOEt 50:35:15
Il Hexano -AcOEt 95:5
1] Hexano -AcOEt 90:10
v Cloroformo-MeOH 97:3
A Cloroformo-MeOH 90:10

4.2 .4 Sintesis de los Compuestos 4, 7.
Para la sintesis de los analogos de Albendazol y Fenbendazol, 4 y 7

respectivamente se siguié el esquema de reaccion N° 1,

4.2.5. Sintesis del 4-Propiltionitrobenceno 2.

En un matraz de bola de 3 litros con 3 bocas, adaptado con agitacién magnética,
termometro, condensador en posicién de reflujo y sobre éste un globo con nitrégeno,
se colocaron 100 g (0.6346 mol) de p-cloronitrobenceno, 750 ml de dimetilformamida,
106.62 g (1.2692 mol, 2 eq.) de NaHCO, y 70 ml de 1-propanotiol, la mezcla se agitd

durante 20 min y enseguida se calentd a 80-90 °C durante 28 h.
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Después de verificar el consumo de la materia prima por C.C.F., la mezcla de
reaccién se diluyé con 2 Its de agua y extrajo con acetato de etilo (3 X200 m}), la fase
organica reunida se Javé con agua, seco con sulfato de sodio anhidro y concentré con
vacio. Se obtuvieron 125.73 g (88 % de rendimiento crudo) de un liquido viscoso
amarillo aceitoso, el cual presentd tres manchas en la CCF, la principal con un Rf de
0.72 (sistema 1). El producto crudo se destilé a presion reducida, recolectandose siste
fracciones, las cuales destilaron a una presion de 8 mmHg y una temp de 145 °C, las
cuatro ultimas fracciones mostraron ser un sélo compuesto con Rf .72 (sistema 1),
estas se juntaron dando 60 g. Su espectro (No 1) de IR mostré bandas en 3100 (CH
insat), 2864, 2930, 2872 (-CH saturado), 1616-1470 (CH=CH arom), 1578 (Ar-NO»). Su
espectro de RMP (No 2) mostré sefiales en 1.0 (t, 3H , CH,), 1.75 ( sxt, 2H, CH,-CHa),
3.0 (t, 2H, CH;-8), y el sistema AA’, XX’ en 7.3 (d, 2H, H aromatico, J= 8-9 Hz, orto al
grupo propiltio), 8.1 (d, 2H, H aromatico, J= 8-9, orto al NO,). El espectro de CG-EM
(No 3) present6é un M+ de 197.25 (100 % de abundancia), un M+1 de 198.25 (12 % de
abundancia) y un M+2 de 199.25 (presencia del azufre).

4.2.6. Sintesis de la 4-Propiltioanilina 3
4.2.6.1 a) Por reduccidn catalitica de 2.

En un vaso reactor de 500 ml se colocaron 20.5 g (0.103 mol) de 2, 2.5 g de
Pd/C al 10% y 250 ml de etanol, el vaso reactor se adapté a un hidrogenador, se lavo 3
veces con 35 Ib/plg® de hidrégeno, eliminando la presion en cada vez con succién,

después se llevé a 60 Ib/pig® de hidrégeno y se agité a temperatura ambiente.
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La reduccion se lievé a cabo en 15 h, consumiéndose un totai de 250 lb/plg’ de
hidrégeno. Al finalizar la reaccién, el catalizador se separ6 por filtracién al vacio y €l
filtrado se concentré a sequedad en el rotaevaporador dando 21.5 g (94.5% ) de un

producto resinoso color negro, el cual en CCF presenté seis manchas ( sistema I1).

4.2.6.2. b) Por reduccién de 2 con Cloruro astanoso decahidratado.
En un vaso de precipitados de 400 ml , adaptado con termémetro y agitador
magneético, se colocaron 34.70 g {0.1536, 2 eq.) de SnCl,»10H,0 y 50 ml de HCI

concentrado. La mezcla de reaccion se agit6 hasta la disolucion compteta.

Enseguida se adicionaron 10 g (0.050 mol) de 2, la temperatura subi6 a 35 °C.
La mezcla se calent a 100 °C , forméndose entonces una solucion de color verde. Se
dejo enfriar y el solido que cristalizé se separd por filtracién. El sélido. cristalino
obtenido se suspendié en agua y ajustd el pH a 14 por adicién de NaOH en solucion
concentrada, se extrajo el producto con acetato de etilo (3 X 100 ml), los extractos
reunidos se lavaron con agua, secaron con Na,S0O, anhidro y concentraron al vacio. Se
obtuvieron 11.3 g (86 %) de un solido blanco, que en CCF mostré una mancha con Ry
de 0.34 (sistema | ). Este solido cambi6 a color café rapidamente, por lo que se utilizé
enseguida para la siguiente reaccion.
El espectro de IR (No 4) dio bandas en 3446 (-NH,), 2904, 2600 (CH sat.)
1632-1462 (CH=CH arom), 1494 (Ar-NH,), El espectro de RMP (No 5) presenté sefales
en 1.0 (t, 3H , CH3-CH,-CH,-S), 1.60 ( sxt, 2H, CH;-CH,-CH,-S), 3.0 (t , 2H, CH;-CH,-

CH,-S), 7.5 (sa, 4H, H aromatico}, 9.75 (m, 2H, NH,, intercambia con D,0).
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4.2.7. Sintesis del N-(4-Propiltiofenil)carbamato de metilo 4.

En un matraz de bola de 500 ml con 3 bocas, adaptado con agitacion magnética,
termometro y embudo de presiones igualadas, se colocaron 11.3 g (0.067 mol) de 3,
8.5 g (0.101 mol, 1.5 eq.) de NaHCO; y 150 ml de acetona. La mezcla se agité por
espacio de 15 min y luego se adicionaron 6.0 ml (7.9 g, 0.08 mol, 1.27 eq.) de
cloroformiato de metilo, gota a gota, y con agitacion vigorosa, terminada la adicién se
dejé en agitacién por espacio de 30 min a temperatura ambiente.

Después de este tiempo se vertié sobre hielo formandose un sélido crema, el
cual se separ6 por filtracion al vacio, lavo tres veces con agua fria y sec6 al aire. Se
obtuvieron 15.7 g (94.0 %) de un sdlido oscuro, en CCF presenté una mancha principal
con un Ry de 0.517 ( sistema ). EI producto crudo se recristalizé de ciclohexano/ éter

de petrbleo dando agujas blancas , las cuales fundieron a 123-124 °C.

h El espectro (No 6 ) de IR mostr6 bandas en 3280 (-NH ), 3180 (CH insat.), 2958,
2868 (CH sat), 1704 (C=0), 1600-1538 (C=C arom.); 1236 (C-O-C). El espectro (No 7)
de RMP presentd sefiales en 1.0 (t, 3H , CH;-CH,-CH,-8), 1.75 ( sxt, 2H, CH3-CH,-CH,-
S), 2.80 {t, 2H, CH3-CH,-CH,-S), 3.75 (s , 3H, CH;0), 7.25 (s, 4H, H del fenilo ), 6.8
(sa, 1H, NH , que intercambia con D,0). El espectro (No 8) de CG-EM presentd un M+
de 225 (100 % de abundancia) el cual era el pico base del espectro y un M+2 de 227

(12 % de abundancia, presencia del azufre).
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4.2.8. Sintesis del 4-Feniltionitrobenceno 5

En un matraz de bola de 3000 ml con una boca 24/40, adaptado con agitador
mecanico, condensador en posicién de reflujo y sobre éste un globo con nitrogeno, se
colocaron 200.0 g (0.6346 mol) de p-cloronitrobenceno , 200 ml de etilenglicol , un | de
agua y una solucion de NaOH (31.7 g, 0.7925 mol, 1.2 eq., en 31 ml de agua ). La

mezcla de reaccidn se agit6é durante 20 min.

Enseguida se adicionaron 79 ml (83.91 g, 0.7616 mol, 1.2 eq.) de tiofenol.
Posteriormente la mezcla de reaccién se calentd por medic de bafio de aceite hasta
llegar al reflujo y se mantuvo asi, con agitacién, por un lapso de 14.5 h. Cuando se
consumio la materia prima , la mezcla se dej6 enfriar a 40 °C y se formaron dos fases
las cuales se extrajeron con acetato de etilo (3 X 200 ml). Los extractos reunidos se
lavaron dos veces con solucién de NaOH 1 .N y tres con agua. La fase organica se
secd con Na,SO, y concentr6 al vacio, cristalizando 147.71 g (81.7 %) de un sélido
amarillo. El producto se recristalizd de ciclohexano/ éter de petréleo dando un sélido
amarilio que en CCF presenté una sola mancha con un Ry de 0.47 ( sistema ill) y un
punto de fusion de 54.5-55.5 °C.

El espectro de IR (No 2) mostr6 bandas en 3096-3052 (CH insat), 1572 (Ar-
NO2), 1504 (CH=CH arom), 1338 (Ar-NO,). EL espectro de RMP (No 10) present6
sefiales del sistema AA’, XX' en 7.1 ( d, 2H, H aromatico, J= 8-9 Hz, orto al azufre ) y

8.0 (d, 2H, H aromatico, J= 8-9 Hz, orto al NO,,), 7.4 (sa, 5H, H aromético, del feniltio).
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4.2.9 Sintesis de la 4-Feniltioanilina 6

En un vaso reactor de 500 ml se colocaron 12 g (0.05188 mol) de §, 1.2 g de
Pd/C al 10% y 250 ml de etanol. Ei vaso reactor se adapté a un hidrogenador y lavé 3
veces con 35 Ib/plg? de hidrégeno, eliminando el aire en cada vez con succion, después
se llevo a 60 Ib/plg® de hidrégeno y se agité a temperatura ambiente durante 8 h, se

consumio un total de 250 Iblplg2 de hidrégeno.

Al finalizar la reaccion, el catalizador se separé por filtracion al vacio y el filtrado
se concentr6 a sequedad en el rotaevaporador, se obtuvieron 9.92 g (95 % ) de un
producto resinoso color paja, el cual en CCF presentd una mancha principal con un Rf
de 0.38 (sistema |). El producto se recristalizd de benceno/hexano dando agujas

amarillas con un punto de fusién de 95 °C concordante con el reportado.®®

4.2.10. Sintesis del N-(4-Feniltiofenil)carbamato de metilo 7

El producto 6 crudo de la reaccion anterior se disolvid en 250 m! de acetona y se
transfirio a un matraz de bola de 500 ml con tres bocas 24/40, adaptado con
condensador en posicion de refiujo y encima de éste un globo con nitrogeno,
termémetro y embudo de adicion. Enseguida se adicionaron 6.5 g (0.07738 mol) de
NaHCO,, y gota a gota, 4 ml (4.9 g, 0.052 mol. 1.03 eq.) de cloroformiato de-metilo. La
mezcla de reaccion agitada se calent6é con bafio de agua a reflujo suave durante 1 h y

se consumio 6.
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La mezcla fria se vertié sobre 400 ml de agua-hielo, precipitando un sélido gris,
el cual se separd por filtracién al vacio, lavé con agua helada y sec al aire. Se
obtuvieron 11.7 g (87.1%) de 7 , el cual en CCF mostr6 una sola mancha con un Rf de
0.47 (sistema ). El producto se recristalizd de ciclohexano obteniéndose agujas
blancas con un Pf de 89-90° C.

El espectro de IR (No 11) presenté bandas en 3314 (-NH), 3016 (CH insat.),
2948 (CH sat.), 1706 (C=0), 1728 (NH-COO-C), 1314 (C-O-C), 1602-1400 (CH=CH
arom.), 1076 (C-O-C). El espectro de RMP {(No 12) mostr6 sefiales en 3.8 { s, 3H, CH;0
), 7.2-7.3 ( m, 4H, H del fenilo unido al carbamato ), 7.3-7.4 (m, 5H, H aromatico del
fenilo), 6.8-6.9 (sa, NH que simplifica con D20). El espectro de CG-EM (No 13)
presentd un M+ de 259 (100 % de abundancia) y un M+1 de 260 (25% de abundancia),
M+2 de 261.

4.2.11. Sintesis del compuesto 11
La sintesis del analogo del Mebendazol se realizé de acuerdo al esquema de

reaccion N° 2.

4.2.12. Cloruro de 4-nitrobenzoilo 8.

En un matraz de bola de 2000 ml con tres bocas 24/40, acondicionado con
agitacion magnética, embudo de presiones igualadas, colur'nna vigreaux en posicién de
reflujo y sobre ésta una trampa para el desprendimiento de HCI gas, se colocaron 100 g
(0.5984 mol) de acido 4-nitrobenzoico, enseguida se afadieron en frio, gota a gota,

87.35 ml (133.11 g, 1.118 mol, 1.86 eq. ) de cloruro de tionilo.
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Después de 4 horas de reaccion, el s6lido no se disolvio y se adicionaron 50 m!
de acetonitrilo. La mezcal se agité vigorosamente durante 15 hrs, verificandose por
CCF Ia desaparicion del acido. Se destilé el exceso de cloruro de tionilo y acetonitrilo,
quedando en el matraz un sélido café, el cual se lavd con éter de petréleoc. Se

obtuvieron 101 g (95.3%) de producto crudo el cuat se utilizé en |a siguiente reaccién.

4.2.13. p-Nitrofenilbenzofenona 9.

En un matraz de bola de 2 | de tres bocas 24/40, acondicionado con agitacion
magnética, embudo de presiones igualadas, , columna vigreaux en posicién de reflujo y
sobre este una trampa para atrapar HC| gas, se colocaron 100.2 g (0.7514 mol) de
AICIl; y 300 ml de benceno anhidro.

La mezcla de reaccién se enfri6 con bafio de hielo a 0°C , adicion4ndose
enseguida 101.2 g ( 0.539 mol, 1eq. ) de cloruro de acido (8) en cuatro porciones.
Después de 30 min en agitacidén se retiré el bafio. de hielo y calent6 hasta llegar a la
temperatura ambiente. Enseguida se verifico por CCF |a desaparicion de 8 , la mezcla
fria se vertio sobre 2000 ml de agua-hielo, precipitando un sélido café claro, el cual se
separ6 por filtracion al vacio, lavé con agua helada y secé al aire, dando 105 g (85%)
de 9 .El producto se disolvié en cloroformo y lavé con agua, secod con Na,SO, vy
concentrd a sequedad en el rotaevaporador. Se obtuvo un sélido que en CCF da una
sola mancha Ry de 0.52 (sistema |V). Su punto de fusién fue similar al reportado por

Aldrich (135-136). Este producto crudo se empleo tal cual para la siguiente reaccion.
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4.214. p-Aminobenzofenona 10

En un vaso de precipitados de 500 ml , adaptado con termoémetro y agitador
magnético, se colocaron 90.5 g (0..4015, 3 eq.) de SnCi,2H,0 y 50 ml de HCI
concentrado. La mezcla de reaccién se agité hasta la disolucién complqt'g. Enseguida
se adicionan 30 g (0.13220 mol) del producto 9 crudo, alcanzando una temperatura de
35 °C. La mezcla se calent6 a 100 °C , temperatura en la cual se disolvio
completamente la materia prima, manteniéndose asi por 15 min.

Al enfriarse el medio de reaccién, cristalizé un sélido el cual se separo por
filtracion al vacio. El residuo obtenido se suspendid en agua y Hevé a pH 14,
extrayéndose el producto con acetato de etilo (3 x 200 ml). Los extractos reunidos se
secaron con Na,S0,, y concentraron a sequedad. Se obtuvo un sélido blanco en un
76.83, que en CCF mostré una mancha con Ry de 0.22 (sistema | ) y un punto de fusién

concordante con el reportado en el catalogo Aldrich.*®
4.2.15. N-(4-benzoilfenil)carbamato de metilo 11.

En un matraz de 1000 m! de tres bocas, adaptado con agitacion magnética,
septum, termémetro y embudo de adicién de presiones igualadas, se colocaron 20 g
(0.101 mol ) de 10 , 200 ml de acetona y 8.517 g (0.101mol , 1 eq.) de NaHCO;; luego,
se afiadid gota a gota 8.32 ml (11.48 g, 0.1214 mol , 1.2 eq.) de cloroformiato de
metilo. La mezcla de reaccién se agité y calentd con bafio de agua a reflujo suave

durante 1 h, verificando por CCF la desaparicion de 10.
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Luego se vertié sobre 250 g de hielo picado, precipitando 11, el cual se separé
por filtracion al vacio, lavé con agua fria y dej6 secar al aire. Se obtuvieron 27.7 g (85
%} de un solido beige, el cual en CCF presentd una mancha principal con Rf de 0.32
(sistema ). El producto se recristalizé de toluenc y luego de metanol, dando agujas
blancas con un p.f. de 154-155 °C, el cual es similar al reportado.*

4.2.16. Sintesis de los Compuestos 12-15.

Para sintetizar los carbamatos restantes 12-15, se sigui6 la secuencia que se presenta
en el esquema de reaccion N° 3.

4.2,17. N-(4-hidroxifenil)carbamato de metilo 12

En un matraz bola de 500 ml de tres bocas, adaptado con termémetro, embudo
de adicion a presiones igualadas y condensador en posicién de reflujo, se colocaron 20
g (0.1832 mol) de p-aminofenol Merck y 250 ml de acetona, agitando hasta la

disolucion de la amina. Enseguida se adicionaron 15.39 g (0.1850 mol) de NaHCO,,

La mezcla de reaccién en agitacion vigorosa se enfrid con bafio de hielo-sal-
metanol a 0 °C , temperatura a la cual se adiciond al sistema 16.99 m! (20.78 g, 0.219
mol. , 1.2 eq. ) de cloroformiato de metiio, gota a gota. Después de la adicién , se dej6
que la reaccion alcanzari la temperatura ambiente durante 1.5 h. Se verifico la
desaparicion de la materia prima por CCF, La mezcla de reaccién enseguida se vertio

sobre 500 ml de una mezcla hielo-agua, con lo que se formaron dos fases.
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DESARROLLO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

Estas se extrajeron con acetato de etilo (3 X 100 ml) y los extractos organicos
reunidos se lavaron con agua cuatro veces La fase organica se seco con Na,SQ,, filtré
y concentr6 en el rotaevaporador. Se obtuvo un liquido café oscuro, que al enfriarse
cristalizo.

El producto se recristaliz6 de acetato de etilo/hexano y luego de etanol. Se
obtuvieron 27.99 g (81.4 % ) de agujas blancas, que en CCF mostraron una sola
mancha con un R de 0.46 (sistema ) y un punto de fusién de 115-116 °C, coincidente
con el reportado.*®

4.2.18. N-(4-metoxifenil)carbamato de metilo 13.

En un matraz bola de 500 ml con tres bocas, adaptado con agitador magnético,
termometro, condensador en posicion de reflujo y embudo de adicion a presiones
igualadas, se colocaron 7 g (0.056 mot) de p-anisidina, 250 ml de acetona y 5.7 g
(0.067 mol, 1.21 eq.) de NaHCO;. La mezcla de reaccién agitada vigorosamente se
enfri6 hasta -5 °C, temperatura a la cual se adicionaron, gota a gota, 5.44 ml (7.5072 g,
0798 mol , 1.42 eq.) de cloroformiato de metilo. Después de la adicién , se retiré el
bafio frio y dejo llegar a la temperatura ambiente permaneciendo asi por espacio de 1 h
, se verifico la desaparicion de la amina por CCF. Posteriormente la mezcla de reaccion
se vertio sobre 500 ml de hielo picado, precipitando un sélido café claro, el cual se
separo por filtraciéon al vacio, lavé con agua fria y dej6 secar al aire. El producto se
recristalizd de tolueno-hexano, obteniéndose 8.5 g (84.1% ) de un sélido blanco

cristalino con un R¢ de 0.55 (sistema IV) y un Pf de 89-80 °C, similar al reportado.®
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4.2.19. N-(4-nitrofenil)carbamato de metilo 14.

En un matraz bola de 500 ml con tres bocas, adaptado con agitador magnético,
termometro, condensador en posicion de reflujo y embudo de adicion a presiones
igualadas, se colocaron 19.5 g (0.1406 mo!) de p- nitroanilina, 14.7 g (0.175 mol, 1.2
eq.) de NaHCO; y 250 ml de acetona. La mezcla de reacci6n agitada vigorosamente se
enfrio hasta 0 °C, temperatura a la cual se le adicionaron, gota a gota, 12.14 ml (15.18
g, 0.1607 mol , 1.2) de cloroformiato de metilo. Después de la adicion , se retir el bafio
frio y dej6 llegar a la temperatura ambiente, para enseguida calentarlo a reflujo suave
con bafio de agua, durante 5 h. Al verificar que en CCF habla materia prima, se
afiadieron al sistema 5 ml (6.115 g, 0.0647 mol, 0.5 eq.) de cloroformiato de metiloy 5 g
(0.059 mol, 0.4 eq.) de NaHCO3, dejando la mezcla en agitacibq por toda la noche.
Después de verificar la desaparicion de la materia prima por CCF, la mezcla de
reaccion se vertid sobre 500 m! de hielo picado, precipitando un sélido amarillo, el cual
se separo por filtracion al vacio y lavé con agua fria hasta un pH neutro. Se dejé secar
al aire dando un peso de 15 g (94%). El producto se recristalizé de hexano,
obteniéndose agujas amarillas cristalinas con un Rf de 0.46 (sistema IV) y un Pf de

176-177 °C concordante con el descrito en Ia literatura.*®
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4.2.20. N-(4-clorofenil)carbamato de metilo 15.

En un matraz de 250 ml con 3 bocas, adaptado con termémetro, embudo de
adicion a presiones igualadas, agitador magnético y condensador en posicién de
reflujo, se colocaron 5 g (0.038 mol) de p-cloroanilina, 3.9 g (0.48 mol, 1.2 eq.) de
NaHCO; y 100 ml de acetona. La mezcla de reaccion se agité por 15 min y enseguida
se enfrio hasta 0 °C con bafio de hielo-sal-metanol, entonces se traté con 3.6 ml (3.703
g, 0.0391 mol, 1.2 eq.) de cloroformiato de metilo. Se dejo que la mezcla de reaccion
llegara a la temperatura ambiente y agité por 30 min, se verific6 por CCF la
desaparicion de la materia prima. La mezcla se vacié sobre hielo picado (500 g),
dando a 15 como un sdlido gris, el cual se separd por filtracidn at vacio, lavé con agua
helada, solucion de NaOH diluida y dejé secar al aire. Ei sdlido seco pesé 7g (96 %),
en CCF presentd una mancha principal con R¢ de 0.43 (sistema |), . Se recristaliz6 de
benceno/hexano , obteniéndose un sélido bianco brilloso, con un punto de fusion de

114-116 °C correspondiente ai previamente descrito.*®

4.3. ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA SOBRE Triquinelia spiralis.

Para la evaluacion biol6gica antihelmintica se utilizé el ensayo in vitro sobre
larvas musculares de Triquinella spiralis como modelo, el cual se describe a

continuacion:
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Se empled una cepa de T. spiralis que fue aislada de cerdo por el Dr. Martinez-
Marafion del Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencias Epidemioldgicas (INDRE).
Con el objeto de mantener el ciclo de vida de este parasito, ratas de la cepa Sprague-
Dawley de 2 a 3 meses de edad fueron infectadas con 3000 larvas musculares
resuspendidas en Bacto agar al 0.02%. La infeccion se realizé por via intragastrica con

canula y jeringa.

Obtencién de las larvas musculares de T. spiralis. Las larvas musculares se
obtuvieron de acuerdo a lo descrito por Dennis y cols. ! Ratas de Ia cepa Sprague-
Dawley se infectaron con 3000 larvas musculares de T. spiralis. A los 28 dias post-
infeccion, los animales fueron sacrificados y el musculo esquelético fue macerado y
digerido artificialmente con una solucién de pepsina-HCI al 1% durante 3 h a 37°C con
medio RPMI 1640 al cual se le adicionaron 500 U/mL de penicilina, 500 pg/mL de
estreptomicina y 1.25 pg/mbL de anfotericina B. Una vez realizado lo anterior, las larvas
se lavaron con PBS y se resuspendieron en Bacto agar al 0.02% para contar el namero

de larvas.

Ensayo in vitro (MTT/PMS) para evaluar el efecto de los carbamatos sobre
la larva muscular de T. spiralis. Las larvas musculares de T spiralis se obtuvieron de
acuerdo a lo descrito anteriormente y se colocaron 1000 larvas por pozo en cajas de
cultivo de 24 pozos (Nunclon) en medio RPMI 1640 conteniendo el farmaco a evaluar a

una concentracién de 1ug/mL y 10 pg/mL.
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Los parasitos se incubaron por 3 dias a 37°C en una atmésfera de CO, al 5%,
con cambio diario de medioc mas farmaco. Como control positivo se incluyeron paréasitos
en presencia de albendazol, mebendazol y fenbendazol, y como control negativo se
incluyeron larvas musculares sin tratamiento. Después de ia incubacion se determiné la
viabilidad de los parasitos mediante un método colorimétrico basado en la reduccién de
la sal de tetrazolio MTT a formazan de acuerdo a lo descrito por Townson®2, con
algunas modificaciones.*® Asi, los parasitos cultivados con los diferentes compuestos
se transfirieron a tubos de microcentrifuga de 2 mL se centrifugaron a 2500 rpm por 2
min. Posteriormente se realizé un lavado con PBS y se afiadi® 1 mL de una solucion de
MTT al 0.75% (Sigma), 50 pL de una solucién de metasulfato de fenazina al 5% (PMS;

Sigma) como catalizador y 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma).

Los tubos se incubaron a 37°C durante 50 min, con agitaciéon constante.
Después de la incubacién se realizo otro lavado con PBS y se agregaron 500 ul de
DMSO, los parasitos se resuspendieron y se dejaron a temperatura ambiente por 1 h.
Al finalizar este tiempo los tubos se centrifugaron y se transfirid el sobrenadante a

placas de ELISA, las cuales se leyeron a 492 nm.
Se calcul6 el porcentaje de reduccion de la densidad dptica en comparacioén con

el control negativo y de acuerdo a esto se calcul6 el porcentaje de reduccion de la

viabilidad. Se realizaron 3 experimentos por duplicado cada uno de ellos.
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4.4. ACTIVIDAD HERBICIDA

4.4.1. Aislamiento de cloroplastos y cuantificacion de clorofila total:

Se utilizaron cloroplastos intactos aislados de hojas de espinacas de
acuerdo al método empleado por Lotina et al. como se describe a continuacion™: Se
obtuvieron 30 g de hojas de espinacas frescas ( Spinacea oleracea ) verdes sin
rupturas ni manchas amarillas, las cuales se lavaron con agua destilada para quitar |a
tierra, se cortaron en pedazos pequefios eliminando el 4pice y la nervadura central.
Posteriormente se colocaron en un vaso de una licuadora previamente enfriado, el cual
contenia 100 ml de medio para aislar cloroplastos ( sacarosa 400 mM, MgCl, 5mM,
KCI 10 mM, y tricina 30 mM, ajustado a un pH 8.00 con KOH ). A continuacion se
homogenizaron en la licuadora ( Osterizer, modelo L-21) durante 5 segundos
intermitentes a velocidad maxima. El homogeneizado se filtré a través de cuatro capas
de gasa y el filtrado se centrifug6 a 4000 r.p.m. durante 5 min. a 4 °C (en Centrifuga

Beckman J2-21, rotor de angulo fijo JA-20).

Por ultimo el sobrenadante se deseché y el sedimento se suspendio en 1
ml del medio de aislamiento. La cuantificacion de clorofila total se realizé utilizando el

método de Strain y Colaboradores.®®

60



DESARROLLO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

4.4.2. Determinacién de la sintesis de ATP y captacién de protén en

cloroplastos intactos lisados en el momento del ensayo:

La captacién de H" se midi6 registrando los cambios de pH en el medio
de reaccion entre 8.0 y 8.1, para lo cual se utilizé un microelectrodo combinado (Orion)
y de respuesta rapida conectado a un potenciémetro (Corning modelo 12) con escala

expandida, tal como ha sido sefialada por Dilley.¥

Para medir la sintesis de ATP se realizaron ensayos, los cuales utilizaron
3 ml de medio de reaccion de la captacion de H* ( sacarosa 100 mM, MgCi, 5 mM, KCli
10 mM, tricina 1mM, MV 50 mM y KCN 0.5 mM ), y se afadié 30 uL de fosfato 0.3 M
(concentracion final 3mM), y 30 uL de ADP 0.1 M (concentracion final 3mM), ademas
se utilizaron diferentes concentraciones de los compuestos a caracterizar su actividad

en el cioroplasto y el equivalente a 60 ng de clorofila total se afadio.

E! cambio de pH en el medic de reaccién se determiné después de un
periodo de iluminacién de un minuto. EI H® producido se cuantifico por titulacion,
agregando 100 pL de una solucién estandar de KOH 0.001 N al medio de reaccion, en

presencia de cloroplastos mantenidos en la oscuridad.
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443 Medicion de la velocidad de transporte de electrones basal,
fosforilante y desacoplado.

Basados en el hecho de que al iluminar los cloroplastos hay fotélisis del
agua y que por cada mol del agua que cede dos moles de electrones al sistema éxido-
reductor de la cadena fotosintética, se liberan dos moles de protones del agua al medio
interno del tilacoide liberandose 0.05 moles de oxigeno molecular los cuales se
difunden al medio de reaccién .La concentracién de oxigeno en el medio de reaccién se

determino utilizando un etectrodo tipo Clark conectado a un monitor YSI de oxigeno.

El sistema de Clark® esta formado de dos electrodos:

Catodo de platino, en este electrodo el oxigeno es reducido por la reaccién:
Oy + 2H,0 +4e — 40H-
Anodo de plata, donde ocurre la siguiente reaccion:

4Ag* + 4cCr —>  4AgCI + 4e

Ambos electrodos estan en contacto con una soluciéon concentrada de
cloruro de potasio / cloruro de plata, a su vez estan cubiertos por una membrana de
politretafluoretileno que estd en contacto con el medio de reaccidn y es permeable al
oxigeno. El flujo de corriente resultante en la célula electrolitica es proporcional a la
concentracion de oxigeno molecular en la muestra , los cambios de corriente eléctrica
detectados por el electrodo se transducen a voltaje por un oximetro, el cual se conecta

a un registrador Beckman.
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Las mezclas de reaccién se iluminaron con luz actinica de una lampara de

proyector de 350 watts. El haz luminoso se hizo pasar a través de 5 cm. de una
solucion de sulfato de cobre at 1% ( Lente de Izawa) que sirve como filtro luminoso y de
calor.

El medio basal que se utilizé para medir el transporte de electrones es de
tres mi de medio que contiene sacarosa 100 mM, MgCl, 15 mM, KCI 10 mM, Tricina 15
mM ajustada a pH 8 con KOH conc.. En todos los casos se adicioné la cantidad de
cloroplastos equivalentes a 60 ug de clorofila y se liséd en este medio de reaccion
en el momento del ensayo. En este trabajo Ias siguientes consideraciones

experimentales se consideraron.

a) Medicion del transporte de electrones no ciclico basal de H,OaMV.
Medio basal mas metilviolégeno (MV) 50 uM mas compuesto a ensayar en
concentraciones crecientes. El MV se adicion6 como aceptor artificial de electrones, ya

que acepta electrones a nivel de los centros Fe-S del FS |.%°

b) Medicién del transporte de electrones no ciclico fosforilante de H,O a MV.
Medio basal mas MV 50 uM m4s ADP 1 mM mas K,HPO, 3 mM mas compuesto
a ensayar a concentraciones crecientes.
¢} Medicién del transporte de electrones no ciclico desacoplado de H,0 a MV.
Medio basal mas metilviolégeno (MV) 50 uM mas clorurc de amonio 5

mM ( como desacoplante ) mas compuesto a ensayar en concentraciones crecientes.
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444, Deierminacién del sitio de Inhibicién en la cadena fotosintética

Para las determinaciones que a continuacién se mencionan se utilizé el
siguiente medio basal: sacarosa 100 mM, MgCl, 5 mM, KCl 10 mM, Tricina 15 m,
ajustado a pH 8, y 60 pg clorofila total de cloroplastos intactos que se lisan en este

medio de reaccién en el momento del ensayo.

d) Medicion del transporte de electrones del Fotosisterna i desacopiado de

H,0 a DCPIP, que representa el tramo de cadena redox de agua a PQ oxidado.

Medio basal mas ferricianuro de potasio 300 uM mas DCPIP 50 pM mas
DMBIB 1 uM mas NH,Cl mas compuestos a ensayar a diferentes concentraciones. El
DMBIB se adicion6é para impedir el paso de los electrones hacia el FS 1.5 E

DCPIP/K;Fe{CN)s se utiliz6 como aceptor final de electrones.®”
e) Medicién del transporte de electrones en FS | de DCPIP, 4 a MV.

Para determinar el efecto de estos compuestos en FS | se utilizé la siguiente
mezcla de reaccion: medio basal, MV 50 uM, DCMU 10 uM, DCPIP 100 pM/ascorbato

300 uM y compuesto a ensayar en concentraciones crecientes.

f) Medicion del transporte de electrones en el tramo de cadena redox de PQ a

FeS del FS | (TMQH, a MV).



DESARROLLO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL

Se utilizé 3 ml de medio basal, con la adicién de 10 mM DCMU como inhibidor
del FS Il, 250 mM TMQH, como donador de electrones a nivel de PQ; la TMQH, es
oxidada por el pool de PQ Oxidado del cloroplasto. Se agregd 50 mM MV como aceptor

de electrones.

La reaccion parcial del FS | comprende lo que se muestra a continuacién:

DCMU

—| [{-PQ - Citbgf > PC - FSy0 - MV
T

TMQH,

El DCMU se emple6 como inhibidor de la enzima Qg * para impedir el flujo de
electrones del FS Il al FS I. El DCPIP/ascorbato se utilizé como donador de electrones

a nivel del complejo by/f * y MV como aceptor final de efectrones. 5

Controles: Los controles se realizaron al inicio y al final de cada
experimento, éstos consistieron en la mezcla de reaccién mencionada para cada
experimento a excepcion del compuesto a ensayar.

Titulacién. Se realizé de la siguiente manera: Medio de transporte de
electrones (sacarosa 100 mM, MgCl, 5 mM, KCI 10 mM, Triscina 15 mM (pH 8), 10 uL
KsFe(CN)s 4 mM, cloroplastos equivalentes a 60 ug de clorofila total en 3 mL de

medio, en este medio se lisaron los cloroplastos intactos en el medio de ensayo.
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Posteriormente se iluminé el tiempo necesario para que el K;Fe(CN); se
reduciera completamente, esta determinacion nos permitié obtener la cantidad de
oxigeno desprendido en peq de electrones transportados al consumirse 10 ul
KiFe(CN)s 4 mM. Esta velocidad se utilizé como referencia cuando se emptearon
otros sistemas en donde el aceptor de electrones fue otro compuesto diferente. En el
caso del ferricianuro de potasio se observé una produccién neta de oxigeno por la

donacion de electrones del agua a la cadena fotosintética.

4.4.5. ENSAYO PREEMERGENTES DE LOS CARBAMATOS

Para evaluar el efecto preemergente que pudieran tener los carbamatos
en la germinacién, se realizaron ensayos en las semillas de plantas de importancia
econOmica, tales como una dicotiledonea: tomate (Physalis ixocarpa), que es
considerada una maleza en otros paises, y dos monocotiledoneas: trigo (Trticum
vulgare) y trébol (Trifolium alexandrini), esta ultima una maleza. Para ello se procedi6 a

lo siguiente:

Se esterilizaron cajas de petri con papel filtro whatman de! # 2 y agua destilada
en el autoclave a presién de 18 kg/m2 por 15 minutos. En condiciones estériles se
desinfectaron las semillas con una solucién de hipoclorito de sodio a! 5 % durante 5

minutos y terminado esto se enjuagaron en agua destilada estéril. %
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Una vez realizado lo anterior se procedié a colocar el nimero de semillas que a
continuacién se indican en el tabla 2, en las cajas de petri, inmediatamente se agregd
7 ml agua estérii que contenia disueltos a los compuestos en las siguientes
concentraciones: 50, 250, y 500 mM, se sellaron las cajas con papel parafim para
proporcionar una aeracion adecuada y evitar asi la evaporacién del agua. Las cajas

petri se colocaron en una incubadora a 28°C a completa obscuridad durante 5 dias.

Pasado el tiempo se procedi6 a contar el nimero de semillas que germinaron,
medir el tamafo de la raiz y el tallo, para calcular el % de inhibicién sobre la
germinacion , desarrollo radicular y el tallo, esto nos sirve para evaluar a nuestro

compuesto con caracteristicas de herbicida pre-emergente.

TABLA 2. Nimero de semillas

utilizadas en germinacién.

SEMILLA #

Triticum vulgare 25
Physalis ixocarpa 100
Trifolium alexandrini 100
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Modelado Molecular.

Todos los .carbamatos analogos se minimizaron con el Hamiltoniano AM1,
obteniendo los minimos locales. A los estructuras resultantes se les realizé el
andlisis conformacional, resuitando 144 conformeros para cada molécula, de
estas moléculas se tomaron los conformeros mas estables energéticamente
hablando y con mayor poblacién estadistica de Boltzman; las cuales se resumen

en las tablas 2, 3, y 4.

De las tablas se puede observar que el conférmero N° 1 para los
compuestos 7 y 11 ( resaltados en negritas en las tablas, y presentados en al fig.
4 en la pag.73 ) corresponde no solo al conférmero méas estable, sino al de mayor
peso estadistico, lo cual indica que al menos para estos carbamatos el conformero
obtenido de la minimizacion con AM1 corresponde al minimo global. Aungue si
bien es cierto que la distribucion estadistica es muy pobre, ya que el mejor minimo
global séio tiene un pequefio porcentaje (32.29 % para 11), y la diferencia de
energia con respecto a los otros conformeros es menor a § Kcal/mol, lo cual
implica que la interconversion de conformeros se puede lograr a temperatura

ambiente.
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Conférmero Energia Boltzman Pop

1 -67.455 Kcal 7.37%
12 -66.943 Kcal 3.10%
13 -66.986 Kcal 3.33%
14 -67.416 Kcal 6.89%
25 -66.560 Kcal 1.62%
27 -67.132 Kcal 4.26%
28 -66.634 Kcal 1.84%
65 -66.758 Kcal 2.27%
79 -66.741 Kcal 2.21%
N -66.567 Kcal 1.64%
92 -66.988 Kcal 3.35%
103 -66.542 Kcal 1.58%
105 -67.247 Kcal 5.18%
118 -67.365 Kcal 6.33%
127 -66.621 Kcal 1.80%
130 -67.552 Kcal 8.68%
142 -66.933 Kcal 3.05%
143 67.605 Kcal 9.48%

Tabla N° 2. Conformeros mas estables y con mayor poblacién de Boltzman obtenidos del andélisis

conformacional del carbamato 4, tomando los enfaces Ar-S-CHj,,, ¥ con incrementos de 30 °(n),

usando el método sistematico. SPARTAN CONFORMATIONAL ANALYSIS (Systematic):

4.0.1.1
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Conférmero Energia Kcal | Boltzman Pop

1 -53.986 11.71%

5 -52.705 | 1.35%

6 -52.974 2.12%

7 -53.590 6.00%
11 -52.734 1.41%
12 -53.111 2.67%
13 -53.410 4.43%
17 -53.069 | 2.49%
18 -53.079 2.53%
19 -53.174 2.97%
23 -53.063 2.46%
24 -53.162 2.86%
28 -53.222 3.22%
30 -53.085 2.55%
35 -52.889 1.84%
36 -53.078 2.53%
42 -52.768 1.50%
102 -52.757 1.47%
108 -52.734 1.41%
133 -53.218 3.20%
144 -52.862 1.75%

Tabla N° 3. Conformeros méas estables y con mayor poblacion de Boitzman obtenidos del analisis
conformacional del compuesto 7; tomando los enlaces Ar-S-Ar y con incrementos de 30 °(n).

usando el método sistematico. SPARTAN CONFORMATIONAL ANALYSIS (Systematic). 4.0.1.1
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Conférmero Energla Boltzman Pop
1 -20.645 Kcal 32.29%
11 -18.400 Kcal 0.73%
12 -19.599 Kcal 5.52%
13 -19.987 Kcal 10.63%
17 -18.630 Kcal 1.07%
24 -18.977 Kcal 1.93%
25 -18.505 Kcal 0.87%
29 -19.130 Kcal 2.50%
41 -19.262 Kcal 3.12%
53 -18.715 Kcal 1.24%
54 -18.650 Kcal 1.11%
66 -18.291 Kcal 0.61%
119 -18.923 Kcal 1.76%
131 -19.329 Kcal 3.50%
132 -19.391 Kcal 3.89%
133 -20.008 Kcal 11.01%
134 -18.527 Kcal 0.90%
143 -18.674 Kcal 1.16%
144 -19.927 Kcal 9.60%

Tabla N° 4. Conformeros mas estables y con mayor poblacion de Boltzman obtenidos del analisis
conformacional del compuesto 11; tomando los enlaces Ar-C{=0)-Ar y con incrementos de 30 °(n),
usando el método sistematico. SPARTAN CONFORMATIONAL ANALYSIS (Systematic): SGI

4.0.1.1. Number of conformers generated: 144
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Ahora bien para el compuesto 4, el conformo mas estable y de mayor peso
estadistico es el N° 143, aunque al igual que los otros carbamatos, la distribucién
del peso estadistico se reparte entre varios conformeros interconvertibles a
temperatura ambiente. Los conformeros generados se utilizaron para compararos

en un estudio posterior con el bencimidazol modelo.

Una vez elegido el carbamato mas estable , se minimizé de nuevo (aunque
resultdé redundante) calculando enseguida los descriptores moleculares dentro del
modulo QSAR de Spartan, ademas de las superficies del potencial molecular
electrostatico, del HOMO y LUMO. Por ofra parte para los bencimidazoles se
sigui6 ia misma metodologia, sin el analisis conformacional; esto ultimo debido a
que en la serie de los carbamatos la distancia interatomica entre el sustituyente en
4 y el nitrégeno (distancia que comprends el anillo bencenico) es mas corta que la
del bencimidazol (anillo bencimidazdlico), y de acuerdo al resultado del analisis
conformacional anterior, el resultado obtenido de AM1 es casi cercano al minimo
global.

La Fig. 4 muestra los modelos de liston obtenidos para las moléculas
modelo y sus carbamatos analogos. Es evidente la similitud en el espacio entre
los carbamatos y los bencimidazoles. Ambas moléculas presentan el anillo
principal plano, y el grupo carbamato se encuentra en el plano del anillo. Aunque
el tamafio de las moléculas es diferente debido a que en los carbamatos falta la

distancia interatomica del anillo de imidazol.
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W 1t TSNy

ALBENDAZOL CARBAMATO 4
\f, -
FENBENDAZOL CARBAMATO 7

MEBENDAZOL CARBAMATO 11

Fig. 4. Modelos de Liston de los Bencimidazoles modelo y sus respectivos Carbamatos analogos, con una perspectiva

con respecto al plano del anillo principal, obtenidos por Q.M. (AM1 ).
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La gran diferencia es el sustituyente en 5 (para el bencimidazol) y en 4 (
para los compuestos 4,7 y 11), por que se encuentran en diferentes orientaciones
con respecto al plano del anillo principal. Para tener una idea de que tan
parecidos son en cuanto su orientacién en el espacio ambos sustituyentes, con
respecto al plano de los anillos aromaticos, se determino e! angulo de torsion o
dihedro de cuatro atomos A-B-C-D, que esta definido como el angulo entre dos
planos, uno conteniendo los atomos A, B y C y el otro conteniendo a los atomos

B,Cy0D.

Para determinar la ortogonalidad del sustituyente se pasa un plano por un
par de carbonos del benceno en ambos casos tomando al azufre y el segundo
plano por los dos atomos del sustituyente y considerado al &tomo de carbono del
anillo del benceno. La figura N° 5 muestra el concepto de anguio dihedro,
utilizando al carbamato 4, y la tabla N° 5 muestra fos angulos dihedros de todas

las moléculas.

De la tabla resalta el resuitado para 11, el cual no sélo tiene la misma
orientacion, sino también tiene un angulo dihedro de la misma magnitud. Esto es

1314 ¥ 15 sobre H.

importante porque los estudios realizados por McCracken
diminuta revelan que los bencimidazoles mas activos presentan el sustituyente en
5 ortogonal al piano del bencimidazol, y correlacionandolo con lo encontrado para

los carbamatos, empiezan a aparecer resultados que pueden predecir la posible

actividad antihelmintica.
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Ang. dihedro = 83.75

Fig. 5.- Modelo de tubo del compuesto 4 mostrando el dngulo dihedro de los atomos C3-

C4-8-Cjyqp - (@ngulo dihedro de los atomos C7-C3-S12-C24 definidos por Spartan.).

Molécula Ang. Dihedro °©
Albendazol -178.85"
4 83.75
Fenbendazol 162.69
7 18.92
Mebendazo! 151.23
11 151.37

a éngulo entre el C6-C5-X Y, donde X e Y son los primercs dos Atomos del sustituyente en 5, (C5-CB-X-Y
definidos por Spartan, donde X e Y son los dos primeros Atomos del sustituyenta en 5)
Tabla N. 5 Angulos dihedros de los bencimidazoles modelo y los carbamatos analogos.
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Respecto al Albendazol este muestra un angulo dihedro de -178.85 °, lo
cual indica que el sustituyente se encuentra casi en el plano del anillo
bencimidazélico (180 ° o -180 implica un sustituyente en el plano), en cambio 4 si
presenta el sustituyente ortogonal (angulo de 83.75 °). Por otra parte 7 presenta
un angulo parecido al Fenbendazol, pero la orientacion dei sustituyente esta hacia
la izquierda (18.92 °) mientras que en el Fenbendazo! se encuentra hacia la

derecha (162.69°).

Es importante sefialar que en el estudio de McCraken' se utilizé el
sulféxido, porque es la especie que presenta la actividad antihelmintica in vivo. En
este estudio no se utilizd el sulféxido porque el modulo de AM1 de Spartan no
esta parametrizado para el enlace C-S{=0)-C, y los resultados obtenidos eran de
alta energia, y por otra parte al ser muy similares fas dos moléculas se puede
predecir que el metabolismo serd igual para ambas, es decir, si se forma el
sulféxido del albendazol como primer metabolito, el suifoxido de 4 debera de ser

también formado.

Una vez obtenidas las moléculas minimizadas se les calcularon los
descriptores moleculares, los cuales se presentan en la tabla N° 6. Los resultados
obtenidos para el Mebendazol son muy parecidos a los de McCraken', por o que

sirven como control del trabajo realizado.
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Observando los valores y comparandolos, los resuitados son muy
parecidos, es decir, numéricamente son muy cercanos, excepto para el caior de
formacion (los carbamatos son mas estables) y el Log P (Dixon, que es méas
exacto), lo cual es importante porque implica que podran atravesar las
membranas celulares mas facilimente, problema que tienen los bencimidazoles, en

cuanto a actividad se refiere.

Tanto el area superficial como el volumen molecular indican ta parte que le
falta a los carbamatos, el anillo de imidazol, porque los bencimidazoles presentan
30 unidades mas en promedio. Si los carbamatos presentan una actividad mayor
o igual que los bencimidazoles , esto implicaria que el anilio de imidazol no es
importante, pero de ser necesario este anillo, la actividad sera parcial, debido a
que se requiere un tamano especifico para entrar al sitio receptor, si es menor la
actividad disminuye, pero si es demasiadq grande la molécula no entra al sitio

receptor y no hay actividad.

Un descriptor que tiene que ver con la facilidad de que una molécula
interactue con un agente electrofilico, nucleofilico 6 de radicales libres es el
HOMO (Higest Occupied Molecular Orbital); y el LUMO (Lowest Unoccupied
Molecular Orbital}'?'®, respectivamente. Asi, un electrdfilo reaccionara con la
molécula con mayor valor de HOMO entre dos moléculas. Y un nucledfilo, en

cambio, primordiaimente con {a molécula de menor LUMO.
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Si comparamos los valores obtenidos para las moléculas estudiadas, los
valores son muy parecidos, pero tanto los carbamatos como los bencimidazoles
son mas susceptibles a un ataque electrofilico. Por otro lado el valor del HOMO y
LUMO reportado corresponde a las contribuciones de cada atomo, pero no da
idea de que parte es la que contribuye mas a estos descriptores; ademas de ser
dependiente de la orientacion en el espacio (p. ej. a diferentes angulos dihedrales
se tienen diferentes contribuciones por parte de cada atomo, o bien el HOMO

puede estar dentro o fuera del plano).

Descriptores. Mol.: ALBZ 4 FBZ 7 MBZ 11

Calor de Formacion (kcal/mol): -22.43 -87.455 -23.525 -53.986 -10.652 | -53.986
Peso Molecular: (g) 265.33 225.310 299.352 2565.273 | 295.298 | 255273
E(HOMO): -7.91 -8.481 -7.885 -9.255 -8.905 -9.255
E{LUMO): -0.12 -0.203 -0.118 -0.573 -0.446 -0.573
Electronegatividad: 4.02 4.340 | 4.000 4.910 4.680 4,910

Dureza: 3.90 4.140 3.880 4.340 4.230 4.340
Polarizabilidad: 2414 20.822 25.863 22.075 24.903 22.075
Volumen Mol. : (Anjgl 230.21 204.730 250.540 231.930 260.430 | 231.930
Area superficial: {Ang?) 290.27 265.150 309.100 279.750 | 308.410 | 279.750
Ovalidad: 1.59 1.578 1.608 1.632 1.564 1.532
LogP (Gho- Cripp): 2.80 2.790 3.130 2.740 2.740 2.740
LogP (Dixon): 217 3.530 2.810 3.650 2.630 3.650
Dipolo Total{Debye) 2.670 2.553 3.053 4.803 3.053

Tabla N.6 Descriptores Moleculares calculados por Spartan para los bencimidazoles y los
carbamatos analogos.
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Para poder ver graficamente las contribuciones de cada atomo se calculé la
superficie del HOMO y LUMO, utilizando el conformero mas estable, y se grafico
en cada molécula. Los resultados se muestran en las Fig. N° 6, 7 y 8, donde se

presentan al bencimidazol modelo y su analogo.

En la fig. 6a se presenta al albendazol, y se puede observar como las
contribuciones que tiene el sustituyente en 5, parte del anillo bencénico, y el
nitrégeno del carbamato estan presentes en 4 (Fig. 6b), perc en este Ultimo, no
aparece las contribuciones que presenta el imidazol. Lo mismo sucede con el
Fenbendazol (Fig. 7a), donde las nubes del HOMO son idénticas al del analogo,
salvo por la del anillo del imidazol, aunque la contribucion del carbonilo es mayor

en el compuesto 7 (Fig. 7a).

Por otra parte 11 (Fig. 5b) presenta las contribuciones al HOMO iguales a
la que presenta el Mebendazo! (fig. 5a) en el anillo bencénico, incluso las del
nitrégeno y carbonilo de! carbamato son muy parecidas, pero faltan las

contribuciones de! imidazol.

Estas contribuciones similares indican una similitud estructural de los
carbamatos y los bencimidazoles, aunque al parecer el anillo imidazdlico tiene un

papel importante.
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Ahora bien para determinar si electrénicamente existe una similaridad, se
determino el potencial electrostatico, ya que si dos moléculas presentan un
potencial electrostatico parecido en el espacio, es muy probable que tengan una

actividad bioquimica similar.* Este calculo aparece graficamente en las figura 9,

10,y 11.

En la fig. 9a se presenta el potencial electrostatico del Albendazol, donde
sobresalen el potencial positivo {en azul) del nitrégeno en posicién 3 del anillo del
imidazol y enseguida el potencial electrostatico negativo del nitrégeno del grupo
carbamato {en rojo), que como veremos en las restantes figuras son

caracteristicos de todos los bencimidazoles .

Comparandola con la del compuesto 4 aparece solo el potencial negativo,
pero aparece mas desplazado ya que es inducido por el carbonilo del carbamato,
esto implicaria una union al receptor muy debil, ya que aparte de tener un
potencial negativo, éste se encuentra casi a la distancia de donde deberia de
estar una region negativa en el receptor.

En la parte baja de la Albendazol aparecen principalmente dos potenciales
uno negativo correspondiente al nitrégeno 1 y el potencial positivo del oxigeno del
carbonilo, que no es tan negativo como en el compuesto 4 por tener at nitrbgeno 1
tan cerca; ambos potenciales estan presentes en 4 como se observa en la Fig.
gb, aunque en este caso el oxigeno del metoxilo se encarga de aportar al

potencial positivo, llegando incluso a ser muy similares.
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RESULYADOS

Respecto a la parte central se puede notar la diferencia de potencial parcial
positivo (en verde) de 4 con respecto del Albendazol que presenta zonas mas
positivas (azul claro). Con lo que a priori se puede decir que 4 puede presentar
actividad antihelmintica, pero no sera tan eficiente como el Albendazol debido a

que le falta un potencial positivo en su superficie.

El Fenbendazol presenta también los dos potenciales en la parte superior,
pero 7, a diferencia de 4, presenta un potencial positivo, incluso casi a la misma
distancia, pero en el caso del bencimidazol este potencial esta expuesto, mientras
que en el 7 este se encuentra hendido. La parte inferior del Fenbendazoi muestra
los dos potenciales débiles, positivo y negativo, mientras que el 7 sélo presenta el
potencial positivo. La parte central y el sustituyente en 5 muestran un potencial
casi parecido. Estas caracteristicas electronicas hacen al compuesto 7 probable
de presentar actividad, y mejor que 4, ya que existe una potencial en el lugar

necesario , aunque no tan expuesto como en el Fenbendazol.

En el caso del Mebendazol y su analogo (Fig 11) aparece la misma
situacién, de los potenciales de la parte superior de la molécula del bencimidazol,
s6lo aparece el potencial positivo en 11; en la parte inferior de los potenciales
débiles positivo y negativo, sélo el potencial negative aparece, pero en cuanto al
sustituyente, como se indicO anteriormente, tienen la misma crientacién en el
espacio y como se puede notar en la fig. 11, el mismo potencial, incluso el
potencial negativo inducido por el carbonilo del benzoilo. Todo esto confirma que

11 también puede presentar actividad antiheimintica.
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Fig. 10. Modelo de Bolas y resortes del Fenbendazol (a) y el compuesto 7, mostrando
graficamente la superficie del Potencial electrostatico. (Zonas en azul, potenciai positivo,
Zonas en rojo, potencial negativo)

85




RESULTADOS

Fig. 11. Modelo de Bolas y resortes del Mebendazol (a) y el compuesto 11, mostrando
graficamente la superficie del Potencial electrostético. (Zonas en azul, potencial positivo,
zonas en rojo, potencial negativo)
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En todo el estudio se hablé de similaridad o parecido, pero esto es tan
subjetivo, que era interesante saber en que grado era tan similares, por lo que se
realizé un estudio de superposicion y comparacion, utilizando todas las moléculas
obtenidas del anélisis conformacional, y comparandolas con el bencimidazol como
modelo, y como criterio el volumen compartido, usando el médulo de similaridad y
superposicion dentro de Spartan. A fin de tener un numero que reflejara el grado
de similaridad. Los resultados de la superposicion del albendazol y su analogo (4)

se presentan en la tabla N° 7.

De acuerdo con los resuitados de la tabla la mejor similaridad es para el
conférmero 12 con un 77 % de volumen compartido entre el albendazol y 4, la
sobreposicion se muestra en la fig. 12. Es evidente que la falta del imidazol impide

tener un 100 % de identidad.

Fig. 12. Sobreposicidén del Albendazol (Modelo de Esferas y palos) y del conférmero N° 11 de 4
(Modelo de tubo)
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Por otra parte los resultados para los deméas conformeros caen dentro de

un rango de 0.62-0.76, lo cual implica que al menos tienen un 60 % del volumen

compartido.

En la tabla N° 8 se resumen los resultados obtenidos para la sobreposicién

del Fenbendazol y los conférmeros de 7. Analizando la tabla, se puede establecer

que los rangos de identidad son de 0.604-0.790 lo cual implica una menor

similaridad, que la encontrada para el carbamato anterior, resuitando la mejor para

el conféormero 25.

Sobreposiciéon del Alben y 4. N° . de Coeficiente de
Conférmero N iteraciones correlacion
01 84 0.75488
12 S7 0.77701
13 63 0.74868
14 69 0.73380
27 62 0.69748
92 68 0.67324
105 51 0.62042
118 56 0.66731
130 58 0.74057
143 60 0.74556

Tabla N° 7. Comparacion entre el Albendazol (alben) y de cada uno de los conformeros de 4, donde

el coeficiente de correlacion significa, que tan similares (1.000) o disimilares son (0.000) entre ellos.
(SPARTAN SUPERPOSITIONING PROGRAM: SGI/R4K Release 4.0.1b. Superimpose by shared

volume)
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Sobreposicion del Fenbeny 7 N° de iteraciones Coeficiente de
conformero N°: , correlacion
01 42 0.67023
11 75 0.74920
12 50 0.73011
13 66 0.76745
17 54 0.77601
24 60 0.78037
25 89 0.79270
29 81 0.74453
41 87 0.68486
53 52 0.62235
66 45 0.63038
67 42 0.65151
119 46 0.63438
131 107 0.64562
132 | 67 0.60785
133 43 0.63902
134 49 0.64736
143 48 0.66408
144 53 0.64174

Tabla N° 13. Comparacion entre el Fenbendazol (fenben) y los conformeros del carbamato analogo
7, donde el coeficiente de correlacién significa, que tan similares (1.000) o disimilares son (0.000)
entre ellos. (SPARTAN SUPERPOSITIONING PROGRAM: SGIR4K Release 4.0.1b.
Superimpose by shared volume)
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La sobreposicion de este (itimo y del Fenbendazol es mostrado en al fig.
13. En este caso se puede observar la mejor sobreposicion del sustituyente que
para el caso de 4, lo cual era lo esperado de acuerdo al angulo dihedro calculado

anteriormente.

Los resultados de la sobreposicidén del Mebendazol y de 11 se presentan
en la tabla N° 14. Para este estudio los resultados indican un rango de similaridad
de 0.545-0.804, contradictorio porque para éstas moléculas se presentan el mayor
y menor coeficiente de similaridad; que se puede notar bien en la fig. 14 donde se

muestra la superposicion del conférmero 65 de 41 con el Mebendazol.

Fig. 13. Sobreposicion del Fenbendazol (Modelo de Esferas y palos) y del conférmero N° 25 de 7
{(Modelo de tubo)
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sobreposicion del Meben y 11 iteraciones Coeficiente de
Conférmero N° Correlacion.
01 80 0.62239
05 56 0.60790
06 61 0.62080
11 76 0.59923
12 58 0.62644
13 52 0.76568
17 71 0.73428
18 57 0.74544
19 60 0.76989
23 78 0.67596
24 60 0.74334
29 60 0.65966
35 59 0.65858
36 59 0.58437
42 58 0.55158
79 &5 0.80403
102 50 0.58252
108 48 0.58072
133 51 0.55337
144 39 0.54064

Tabla N° 14. Comparacion entre el Mebendazol (Meben) y los conformeros del carbamato anélogo
11, donde el coeficiente de correlacién significa, que tan similares (1.000) o disimilares son (0.000)
entre ellos. (SPARTAN SUPERPOSITIONING PROGRAM: SGI/R4K  Release 4.0.1b.
Superimpose by shared volume)
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Con todos estos resultados se puede hacer una integracion final, donde las
similaridades estructurales y electrénicas indican que las moléculas pueden tener
una actividad antihelmintica, Incluso de entre ellas, el orden que se puede

esperar de actividad en orden decreciente es 11, 7 y 4.

5.2. Sintesis de los carbamatos propuestos.

Después de llevar a cabo las sintesis propuestas, se lograron obtener todos
los productos esperados; la tabla N° 15 resume las caracteristicas fisicas mas

importantes de cada uno de ellos.

Fig. 14. Sobreposicién del Menbendazol (Modelo de Esferas y palos) y del conférmero N° 79 de 11
{(Modelo de tubo)
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Comp. | Disolvente de p.f. Rendb Rf. | IR,RMP,EM | Refer.
No. [ recrist.® °C %
2 145 g8 lo72 |+ + + |---
(3 mmHg)
3 HCI 190-5 86 (034 |+ + -——
4 Ciclohex/ éter 53-54 94 |osy |t + + | —-—-
petréleo.

5 Ciclohex/ éter 54-55 81.7 (o047 |+ + + 49

petréleo.
6 Benceno/Hex 95 95 (o038 |t + 49
7 Ciclohexano 89-90 871 o473 |t + + |-+-
9 Cloroformo 136-138 85 063 |77~~~ 49
7
10 Hexano 121-124 786 022+ + 50
11 MeOH 158-159 85 [o032|+t + 50
12 MeOH 115-116 914 |047 |* * 51
13 Benceno 89-90 841 (055 |+ t 51
14 MeOH 176-177 940 |046 [T * 51
15 Benceno/hex | 114-116 96 (043 |* T+ 51

b: Rendimiento crudo, ¢ Sistema I, 9° Sistema Iil, ® Sistema Il , Fsistema IV , 9 no reportade en la

literatura.

Tabla N° 15. Constantes Fisicas y espectroscopicas de todos los compuestos

sintetizados.
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Tres de ellos resultaron nuevas estructuras, las cuales fueron elucidados
utilizando las técnicas espectroscopicas. Por lo que respecta a las ruta sintética
utilizada fue necesario el cambiar de base para formacion del
p-propiltionitrobenceno, ya que ai utilizar el NaOH daba como resultado un
producto con diferente peso molecular al esperado y las sefiales en RMN
indicaban un compuesto con sefiales de éter, indicando la competencia de la base
como nucledfilo, y por otro lado solo se obtenia un rendimiento del 35 %. Por o
que la utilizacién del NaHCO, como base gener6 al tiolato, mismo que después de

un mayor tiempo prolongado dio el producto deseado.

Otra implementacién importante fue la reduccién selectiva del grupo nitro
con SnCl,- y HCI, ya que la utilizacion del Pd/C al 10 % e hidrégeno sélo funciond
para la formacién de la amina para el compuesto 7 (analogo del Fenbendazol).
Para las otras dos reducciones al realizar la reaccién se obtenian mezclas
complejas, debidas principalmente a la ruptura del propilo (analogo dei

albendazol) o a la reduccién del benzoilo para el analogo del Mebendazol.

En general todas las sintesis parten de materias primas accesibles y con
rendimientos globales mayores al 70%, sélo la ruta para la sintesis del compuesto
4 presenta el inconveniente de tener un intermediario liquido a temp ambiente, el
cual tendria que ser purificado por destilacién a presion reducida, operacion dificil
en la industria, pero los demas utilizan reacciones que se pueden realizar en una

industria farmacéutica.
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5.3. ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA SOBRE Trichinella spiralis.

La evaluacion biolégica como antihelminticos se realizé utilizando larvas
musculares de Trichinella spiralis como modelo a dos diferentes concentraciones:
1y 10 pg/ml; la prueba mide la reduccién de formacién de formazan, que es
traducido a una reduccion de viabilidad del parasito. Los experimentos se
realizaron 4 veces y se reportan la media de la reduccibn mas menos una
desviacion estandar de las actividades, todos los resultados se muestran en la
tabta N°® 16. Se analizaron los resultados mediante el anélisis de varianza, con un

grado de significancia del 95 %

Compuesto 1 pg/mi 10 pg/mL

Albendazol NR 31.5+125
4 205+11.2 25621115
Fenbendazol NR 266+ 8.9
7 NR 2801114
Mebendazol NR 46.3 + 3.2
11 2+09 322 + 61

Tabla N°® 16. Porcentaje de reduccidén de la viabilidad de Trichinella spiralis por los
carbamatos de metilo 4-sustituidos. El porcentaje de reduccion de ta viabilidad del parasito se

calculé con respecto al control. NR = No Redujo.
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Como se puede observar los tres bencimidazoles comerciales usados
como controles positivos no reducen la viabilidad a 1 ug/ml, lo cual no ocurre con
los carbamatos analogos del Albendazol, Mebendazol (4, 11), los cuales
presentan una actividad de 20.5£11.2 y 2+0.9 respectivamente; los demas

carbamatos no mostraron actividad.

Si corelacionamos estos datos con las diferencias estructurales
encontradas entre los carbamatos y los bencimidazoles en el estudio
computacional, principalmente esta actividad a menor concentracién puede
deberse al mejor balance del coeficiente de particién, con lo cual los carbamatos
logran pasar las membranas del parasito méas facilmente, llegando a su sitio de
accién, y por consiguiente se requiere una menor concentracién o bien que
presenten un mecanismo de accién diferente al de los bencimidazoles, inhibiendo

alguin proceso metabdlico importante.

A una concentracion de 10 pg/ml la mayor actividad fue para el
Mebendazol, y en la serie de los carbamatos también el analogo del mebendazol
(11) presenté una efectividad mayor, lo cual era esperado de acuerdc a las
inferencias realizadas del modelado molecular, ya que presentaba los descriptores
moleculares mas parecidos (HOMO, LUMO, coeficiente de similaridad mas alto al
hacer la comparacion de los bencimidazoles con sus respectivos carbamatos

analogos, y el potencial electrostatico.).

86




RESULTAROS

Aunque ta comparacion estadistica, en un intervalo de confianza del 95%.
( Analisis de varianza; Método : Minima diferencia significativa) entre ambos
compuestos revelo una diferencia significativa.

Respecto a 7, analogo de! fenbendazol presenté un comportamiento muy
similar con respecto del control positivo, ambos no presentaron actividad a 1 pug/m!
y a 10 pg/ml tiene una actividad equiparable (no hay diferencia estadisticamente
significativa entre ambos), un poco diferente a lo obtenido en modelado molecular,
lo cual indicaria entonces que el potencial negativc que presenta el anillo de
imidazol no es tan esencial, ai menos para la actividad sobre 7. spirallis, ya que el

carbamato presento actividad, este mismo comportamiento se obtuvo para 11.

Para el caso del albendazol, este mostré una actividad de reduccién del 30
%, pero el analogo presentd una actividad muy parecida a la obtenida a 1 ug/mil,
lo cual no era la respuesta en |la forma esperada, pues al parecer existe una
inhibicién parcial, esto era lo predecido por estudio computacional.

Si correlacionamos esta actividad con el estudio computacional, o mas bien
con los potenciales electrostaticos, se puede notar que el potencial negativo que
induce el anillo del imidazol no es tan importante, porque tanto 7, como el 11 no lo
presentaban, y su comportamiento es muy parecido al de los bencimidazoles
modelo, en cambio el potencial positivo parece ser necesario, ya que 4 sblo
presentaba al potencial negativo en la parte superior de la molécula , presenta

una actividad de tipo parcial, diferente del bencimidazol modelo.
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Por otro lado la actividad de los carbamatos es un poco menor que la de los
bencimidazoles que puede ser atribuida al tamafio y volumen molecular, asi como

las diferencias con respecto a los potenciales electrostaticos.

5.4. Actividad Herbicida :

Los resultados de la actividad herbicida se detallan a continuaéién :

5.4.1 SINTESIS DE ATP.

En las graficas 1 y 2 se muestran los resultado obtenidos de los efectos de
los diferentes carbamatos, en la sintesis de ATP los cuales se dividieron en 2
grupos. En la grafica N° 1 se observa que los tres nuevos carbamatos sintetizados
(4, 7 y 11)inhibieron la fotofosforilacion con un plg, (pls = - log [ Carb ]5,) de 5.09,
4.99, 4.30 respectivamente. Por otro lado en la grafica N° 2 se muestra el efecto
inhibitorio de |a sintesis de ATP de los carbamatos reportado por Micherel y col.”,
observando que son menos potentes , ya que muestran un plsy de 3.45, 3.42,
3.50, 4.07 para los compuestos 12, 13, 14 y 15 respectivamente. Estos datos
indican que se requieren 20 veces mas concentracion de compuesto para producir

la misma inhibicién que tienen los nuevos compuestos..

De las graficas anteriores se calcuta el plg,, el cual se define como

Plso = - log [ Carb ]5
La [ Carb ], se obtiene extrapolando al 50 % de inhibicion de la actividad

en las graficas. Todos estos datos se resumen en la tabla N® 17.
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Grafica N° 1. Inhibicion de la velocidad de sintesis de ATP inducidos
por los nuevos carbamatos 4, 7, 11. La velocidad de sintesis de
ATP control son 1.247, 1.132, 1.240 en UmolATP: h*-mgChi™
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Grafica N° 2. Inhibicién de la Velocidad de sintesis de ATP de los

carbamatos reportados por Micherel y col.'” con actividad inhibitoria
de la fotosintesis. La velocidad de sintesis de ATP control son 1.421,
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RESUL.TADOS

De los resultados obtenidos resalta que los nuevos carbamatos presentan
mayores valores de pls,, lo cual indica una mayor potencia en la inhibicion de la
sintesis de ATP comparado con los ya descritos'® y determinados en este trabajo,
nos sirven como control positivo de la potencia. Esta diferencia de potencia es
debida principaimente al aumento del coeficiente de particion que le infieren los
nuevos grupos, la caracteristica principal de estos grupos es el de tener un
heteroatomo (azufre en 4 y 7, y oxigeno en 11) y un grupo no polar como el
isopropilo en 4 y fenilos en 7 y 11; por otro lado 4 presenta un pls, muy similar al
carbamato de metilo comercial empleado en Japén para los cultivos de arroz

(swep), el cual tiene un pls, de 5.3.

No. de carbamato | [Carbls, X 10° | pls; | plso Reportado | Log P ( Calc )
4 8 5.09 nr’ 3.22
7 10.20 499 nr’ 4.00
i1 49.19 430 nrt 3.16
12 349.20 3.45 P 1.02
13 374.37 3.42 4.30 1.72
14 271.62 3.50 3.30 2.23
15 83.24 4.07 4.30 2.76

Tabla N° 16, Valores del pls, de la inhibicion de la velocidad de sintesis de ATP de los

diferentes carbamatos. ® nr= no reportados.
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5.4.2 Inhibicién de la velocidad del transporte de electrones:

Inhibicién del Transporte de elecirones basal de agua a
metilviologeno:

Las graficas 3 y 4 muestran los resultados obtenidos para los diferentes
carbamatos presentados en dos grupos diferentes debido a la diferencia en las
concentraciones que requieren para inhibir el flujo de electrones basal. De las
graficas se puede observar que los carbamatos 7, 12 y 15 inhibieron
completamente el transporte de electrones basal y los otros carbamatos
requieren mayor concentracién ya que a 500 pM solo inhibieron parcialmente
este transporte de electrones basal (grafica 4, curva N° 1 y 2).

Inhibicion del transporte de electrones desacoplado

En las graficas N° 5 y 6 se presentan las graficas de los resultados
obtenidos en la inhibicion del transporte de electrones desacoplado por los
carbamatos. Como se puede observar s6lo dos compuestos {7, 11) llegan a inhibir
completamente esta actividad, mientras que los demas carbamatos lo hacen en
un 75 %.

Inhibicion del transporte de electrones fosforilante:

Las graficas N° 7, 8 muestran los resultados de la inhibicion de los
carbamatos sobre el transporte de electrones fosforilante. Resalta ia inhibicion del
carbamato con el cloro como sustituyente (15} el cua! ha inhibido completamente
el transporte de electrones basal. En el caso de las nuevas moléculas soélo el

carbamato con el sustituyente Feniltio (7) inhibe completamente.

101




RESULTADOS

Grafica N° 3. Inhibicién del transporte de electrones basal de
agua a metilviolégeno por los carbamatos nuevos. La velocidad

de los controles son 224, 685, 648 en Meqe'-h"-mgChl'1
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Grafica N° 5.

Inhibicién del transporte desacoplado de agua

metilviologeno inducido por los carbamatos nuevos . La
velocidad de transporte de electrones desacoplado de los

controles son 812, 784, 680 en 114‘°.<:ae'-91'1-mgChI'1
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Grafica N° 6. Inhibicion del transporte de electrones desacoplado inducido
por tos carbamatos reportados. La velocidad del transporte de electrones

desacoplado determinado es de 1233, 608, 1333 en Heqeh™!-Chi™
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Grafica N° 7. inhibicién del transporte de electrones fosforilante de
agua a metilviolégeno producida por los nuevos carbamates. El
transporte de slectrones fosforilante de los controles es de
622, 522, 424 en Meqe-h™-ChI"
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Grafica N° 8. Inhibicion del transporte de electrones fosforilante de agua
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De los datos encontrados en el efecto de los carbamatos en el flujo de
electrones basal, fosforilante y desacoplado, asi como de la sintesis de ATP,
mostraron que estas actividades fueron inhibidas, indicando que estos

carbamatos acttian como inhibidores de la reaccién de Hill.

5.4.3 Determinacion del sitio de inhibicién en la cadena redox

fotosintética

Para delucidar el sitio de inhibicién en una o mas enzimas acarreadoras de
electrones de la cadena redox, se estudio el efecto de estos compuestos en los

Fotosistemas | y Il, asi como las reacciones parciales de éstos Fotosistemas.

Inhibicién del flujo de elsctrones del Fotosistema Il desacoplado.
Los resultados encontrados y que se pueden observar en la grafica N° 9,
indican que los carbamatos nuevos inhiben parcialmente y de forma muy débil
(aproximadamente del 35 % para el carbarﬁato 4 a 50 pM) el flujo de electrones
de agua a DCPIP en el Fotosistema Il (FS 1), cuando presentan un pls, de 8 uM

en toda la cadena la fotosintética.

Esta debil inhibicion no era esperada ya que se reporta en la literatura que
los carbamatos inhiben precisamente en el lado reductor det Fotosistema 1. Por lo
tanto se deduce que el sitio de inhibicion de estos compuestos se localiza en el
FS |, por o que se determind su efecto en este trama de la cadena, de PCPIP/

ascorbato a MV.
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Grafica N° 9. Inhibicién del transporte de electrones del Fotosistema
de agua a DCPIP/[Fe(CNg)]K,. La velocidad del transporte de

electrones del PS Il control es de 342, 399, 457 meqe‘-h"-()hl’1
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Inhibicién del Fotosistema |

Como se observa en la grafica N° 10 , se presenta una inhibicion parcial
muy débil del flujo de electrones del Fotosistema |, mucho menor que para el
Fotosistema Il De hecho se utilizaron hasta concentraciones 4 veces mas de las
requeridas para inhibir completamente el flujo de electrcnes de toda la cadena de
agua a MV.

Con los ensayos del Fotosistema | y |l utilizando aceptores, donadores e
inhibidores del flujo de electrones adecuados, no se mide el flujo de electrones a
nivel de PQ. Con el objeto de ver si estos carbamatos inhiben a este nivel, se les
determiné su efecto utilizando el sistema TMQH, a MV y correlacionar asi la

inhibicion al flujo de electrones de H,O a MV.
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Grafica N° 10. Inhibicion del transporte de electrones del Fotosistema
de DCPIP/Ascorbato a MV. La velocidad del transporte de electrones

de_los controles es de 1142, 857, 1028 en Mege™ h'-mgChl™
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De los resultados encontrados y que se muestran en la grafica N° 11, se
observa una mejor inhibicidn por los nuevos carbamatos 4, 7, y 11 a 100 oM casi
del 60 %, incluso 11 a 5 uM present6 una inhibicién del 90 %, pero a mayor
concentracion activo un 20% el flujo de electrones, en cambio 7 presenta una

inhibicién total a 300 uM.
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Grafica N° 11. Inhibicion del transporte de electrones de THMQH, a M
La velocidad del transporte de electrones de los controles son 1142,

> ] 857, 1028 en Llaqe~h™-Chi™
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Para el carbamato 4 la mejor inhibicién encontrada fue de 75. Por lo que se
deduce que el blanco principal de inhibicion de estos carbamatos se localiza a
nivel de PQ del lado reducido del FS Il, aunque éste ultimo es inhibido débilmente.

Cabe hacer notar que la mayoria de los carbamatos reportados
(inclusive los comerciales) que inhiben la fotosintesis actian a nivel de la proteina
D1 que tiene unido a Qg, en cambio nétese que los carbamatos 4, 7 y 11 que se
sintetizaron por primera vez actdan inhibiendo la oxidacién de PQH, qbien es
oxidado por el complejo Cit. bg /f. EI cambio de sitio de inhibicién en la cadena
redox, probablemente se deba al mayor tamafio molecular de los sustituyentes

que tienen y a su mayor liposolubilidad ( vease el Log P en la tabla N° 1).

108




RESULTADOS

5.4.4. ENSAYOS PRE-EMERGENTES EN GERMINACION DE
SEMILLAS.
Se ensayaron las concentraciones de 50, 250 y 500 uM de los
nuevos compuestos en las cajas petri, utilizando DMF como disolvente en un 0.1

% y todos los compuestos fueron disueltos al momento de los ensayos.

Ensayos en semillas de trigo:

A una concentracién de 50 pM la germinacién no fue inhibida por
ninguno de los carbamatos, y respecto al crecimiento de la raiz y el tallo, la grafica
N°® 12 y 13 muestran los resultados obtenidos. En elias se observa que es notable
la inhibicidn que presenta el carbamato 4 con respecto de! control (una inhibicion
del 50% aproximadamente). Por otra parte, se pueden observar {a activacion del
crecimiento radicular del compuesto comercial (swep). Los demas compuestos no

mostraron actividad ya que crecieron igual que el control.

En las graficas 14 y 15 se presentan los resultados de inhibicién de la
germinacion, crecimiento radicular vy del tallo, a una concentracién de 250 pM.
Como se observa en la grafica N.14, el carbamato 4 inhibi6 la germinacién de las
semillas en un 69%, superando al producto comercial swep, el cual muestra una
germinacioén igual a la del control y a la de los otros carbamatos. Respecto a la
plantula, sélo el crecimiento de la raiz es parcialmente inhibida por el carbamato
carbamato 4 (4-propiltio) como se observa en la grafica N. 15, mostrando una

mejor inhibicién a la inducida por el swep.
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ento de raiz (cm)

tmi

Crec

Grafica N° 12. Efecto de la inhibicién de los carbamatos
sobre el crecimento de la raiz en trigo (Triticum vulgare)
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Gréflca N° 13. Efecto de Inhibicion de los carbamatos sobre el
crecimiento del tallo en Trigo (Triticum vulgare}
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% de Germinacion

Grafica N°. 14, Efecto de la inhibicion de los carbamatos sobre
la germinacién de las semlllas de trigo (Triticum vulgare )
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Ensayos en semilla de tomate:

Los resultados mas significativos se presentan en las graficas N° 16, 17 y
18. Los carbamatos no graficados mostraron una inhibicioén similar a la del control.
En la germinacién de las semillas no hay efecto de inhibicién a 50 y 250 M, pero
en cambio a 500 uM, el carbamato 7 induce una reduccion de la germinacion en
un 22% aproximadamente (grafica N. 16), un poco mejor que la inducida por el
swep.

Con respecto al crecimiento de la ralz, la grafica N° 17 muestra la inhibicion
inducida por los carbamatos a 50 uM y, como se observa, el carbamato 4
(propiltio) muestra una reduccién del crecimiento superando al swep, que incluso
este Ultimo activa el crecimiento de la raiz. En las concentraciones de 250 y 500
uM, no existe una inhibicion significativa.

Por lo que respecta al crecimiento del tallo, sélo hay un débil efecto
inhibitorio a 500 uM (Grafica N° 18) nducido por lo nuevos carbamatos, pero el

swep presenta la mayor actividad.

Ensayos en semillas de Trébol

Con respecto a los ensayos con semillas de trébol, no existié una inhibicion
a las diferentes concentraciones, debido principalmente a la resistencia adquirida
por las semillas obtenidas, ya que ni el swep mostré una inhibicion, incluso a 500

uM. datos no mostrados.
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% de germinacion

Grifica N° 16. Efecto de Inhibicién de los carbamatos sobre la germinacion semillas
de Tomate {Physalis ixocarpa)
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Grifica N° 18 efecto de inhibiciénde los carbamatos sobre el crecimiento del
tallo en semillas de Tomate (Physalis Ixocarpa)
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Los resultados en cloroplastos aislados, asi como de preemergencia en
semillas, revelan que el mecanismo principal de los nuevos carbamatos es
inhibiendo la fotosintesis. También muestran un débil efecto como herbicidas
preemergentes, lo cual era lo esperado de acuerdo con lo reportado en la

literatura.

Pero el mayor volumen de los sustituyentes, asi como el coeficiente de
particion de los nuevos carbamatos, aumenta su potencial inhibitorio y, por otra
parte, cambia el sitio de inhibicion en la cadena redox, siendo éste a nivel del lado

reducido de PQ, y no en el FS Il como en los carbamatos clasicos.
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6. CONCLUSIONES

Después de haber realizado el trabajo experimental y cubierto todos los

objetivos planteados al inicio de este trabajo, se puede concluir lo siguiente:

Se prepararon los carbamatos de metilo 4-sustituidos analogos del
Albendazol (4), Fenbendazol (7) y Mebendazol {11), asi como los compuestos con
los siguientes sustituyentes: 4-hidroxi (12), 4-metoxi (13), 4-nitro (14) y 4-cloro-
(15), con buenos rendimientos generales (mayores al 70 %), resultando nuevos
los compuestos con los sustituyentes propiitio (4), y feniltio (7). La estructura de
los compuestos terminales asi como la de los intermediarios se elucido por

técnicas espectroscépicas.

La comparacion tedrica mediante el Modelado Molecular de los
bencimidazoles activos y los carbamatos de metilo sintetizados revelé una
similitud estructural y electronica, que indico no solo la posible actividad
antihelmintica, sino también el orden esperado de la actividad: 11, 7, y 4 en orden
decreciente; mismo que fue corroborado por las pruebas de actividad. De igual
forma el estudio tedrico reveld caracteristicas electrénicas (potencial electrostatico
negativo inducido por el imidazol, no presente en los carbamatos) que se deberan
tomar en cuenta para tener nuevas moléculas mas activas, resaltando la utilidad

de esta herramienta.
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No es prescindible el anillo de bencimidazol para la actividad antihelmintica
en Trichinella spiralis, porque los carbamatos de metilo tienen una actividad
equiparable a sus analogos bencimidazélicos a 10 pg/ml, e incluso a una
concentracion diez veces menor el compuestos 4 presentd actividad significativa,

mientras que esta no se presenta en el Albendazo!.

Con respecto a su actividad herbicida, los tres nuevos carbamatos 4,7, vy
11 presentaron una inhibicion 10 veces mas potente sobre fa fotosintesis que los
carbamatos reportados (12-15). Todos se comportaron como inhibidores clasicos
de la reaccién de Hill, al inhibir el transporte basal, desacoplado y fosforilante. 4,
7,y 11 tienen su sitio de inhibicién en la cadena redox. en el Jado reducido de PQ

y no en el Fotosistema Il, como es reportado para los carbamatos (14-15).

Como herbicidas preeemergentes 4, 7 y 11 demostraron tener una débil
accion sobre las semillas de trigo, tomate, lo cual indica un doble mecanismo de

accién, pero su mecanismo primario seria como herbicidas de tipo foliar.
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