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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las infecciones parasitaras provocadas por helmintos y protozoarios son uno de los
grandes problemas de salud publica, tanto en el sector humano como en el veterinario,
lo que lleva a una pobre calidad de vida y pérdidas econdémicas importantes.
Actualmente, los farmacos mas utilizados en el tratamiento quimioterapéutico de las
helmintiosis son derivados del bencimidazol 2-carbamato de metilo (BZC), como el
albendazol y mebendazol, los cuales también han demostrado potente actividad
antiprotozoaria contra G. intestinalis; sin embargo, estos compuestos presentan poca
biodisponibilidad por lo que actdan a nivel gastrointestinal, y en parasitosis sistémicas
se utilizan dosis méas elevadas de dichos compuestos por un tiempo méas prolongado.
Para compensar su baja solubilidad se han sintetizado profarmacos de los
bencimidazoles como el tiofanato, febantel, netobimin, que presentan mayor solubilidad
en agua, y que su actividad depende de su conversion en el organismo en un BZC.

Por otro lado, para el tratamiento de las parasitosis causadas por protozoarios se han
empleado los nitroheterociclos, los cuales han estado en el mercado por varias décadas,
tienen efectos secundarios indeseables y su uso ha generado cepas resistentes a estos
agentes quimioterapéuticos.

En México, las parasitosis contintan siendo una de las principales causas de morbilidad,
presentandose en el sector humano entre las que se encuentran las causadas por: G.
intestinalis, que afecta principalmente al sector infantil, T. vaginalis, que afecta a la
poblacion sexualmente activa y E. histolityca, que causa severas diarreas, entre otras.
Por otro lado, en el sector veterinario en México, una de las parasitosis menos
estudiadas es la paramfistomosis, causada por el trematodo Paramphystomum spp,
presentandose en nuestro pais en los estados de Tabasco, Sinaloa y Campeche,
provocando pérdidas importantes en la produccion de carne, leche y lana. Actualmente,
el unico farmaco disponible para el tratamiento de la paramfistomosis, pero no el mas

efectivo, es el Triclabendazol.
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Con el proposito de contar con nuevos agentes antiparasitarios, en esta tesis se describe
la sintesis de dos compuestos: el [5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-
ilJcarbamato de metilo, denominado Alfa-carbamato (7), y de un derivado
monometilado de éste, el HSK (12). EI compuesto HSK se disefi6 como un posible
profarmaco del compuesto Alfa-Carbamato, que podria generarse mediante una

reaccion de N-desmetilacion oxidativa por el huésped mediante el citocromo P-450.

A la fecha, la actividad del compuesto Alfa-carbamato (7) ha sido evaluada contra el
parasito Paramphistomun spp, obtiendose en borregos una reduccion de la carga

parasitaria del 86.7 %.

Los compuestos Alfa-carbamato y HSK se evaluaron in vitro contra los parasitos G.
intestinalis, T. vaginalis y E. histolityca. Asi mismo, se evaluaron in vivo contra la fase

muscular y adulta de T. spiralis

Adicionalmente en este trabajo de sintesis, se determind la biotransformacion en ratones

del compuesto HSK.



ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES
2.1. Panorama actual de las parasitosis en Meéxico

Las zoonosis parasitarias representan un problema de salud en todo el mundo; sin
embargo, es en los paises en vias de desarrollo y los subdesarrollados, con clima
subtropicales y tropicales, malas condicines sanitarias y pobres habitos de higiene,
donde se presentan con mayor prevalencia.”> En México, las parasitosis intestinales
causadas por protozoarios y nematodos transmitidos por el suelo contindan estando
dentro de las primeras 20 causas de enfermedad. La amibiosis, giardiosis, ascariosis y
oxiuriosis, son las enfermedades intestinales mas frecuentes, con tasas/100,000
habitantes tan altas como >1,500 en el caso de la amibiosis en sus diferentes formas
clinicas.®> Las infecciones causadas por protozoarios son causa significativa de
morbilidad y mortalidad. Los pacientes tipicamente presentan dolor abdominal y diarrea,
incluyendo contraccion del masculo abdominal y dolor. Aunque muchos protozoarios
pueden causar estos sintomas, las infecciones por G. intestinalis y E. histolytica son los
més comlnmente reportados.*® (Datos reportados por la Secretaria de Salud hasta la

semana 27 del 2007 se muestran en la Grafica 1).
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Gréfica 1. Frecuencia de paréasitosis en México reportado

por el boletin de vigilancia epidemiologica.’
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Actualmente existe un incremento en las medidas higiénicas, sanitarias y tratamiento
masivo con farmacos antihelminticos. Sin embargo, la quimioterapeutica en zonas

alejadas se dificulta ademés de que se tiene informacién de falla terapeutica. ’

2.2. Los protozoarios

Los protozoarios son organismos unicelulares que desempefian todas las funciones de
un organismo vivo. Estos organismos se encuentran incluidos dentro del reino protista,
es decir, que son organismos que estan dotados de un nucleo verdadero. Los
protozoarios de interés en esta tesis son: Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis y
Trichomonas vaginalis. Los dos primeros se relacionan con diarreas agudas y cronicas y
el tercero con la vaginitis. EI farmaco de eleccidn para el tratamiento de las infecciones
causadas por estos microorganismos es el metronidazol (Figura 7), cuya molécula tiene

un nucleo de imidazol.
2.2.1. Entamoeba histolytica

La infeccion causada por Entamoeba histolytica se conoce como amoebiosis. Las
amibas, normalmente presentes en el intestino grueso, ocasionalmente penetran la
mucosa intestinal y pueden diseminarse a otros 6rganos. La amoebiosis es responsable
de unas 100,000 muertes por afio, lo que la coloca en segundo lugar, después de la
malaria, en mortalidad por parasitos protozoarios. Se sabe que muchas personas
infectadas con E. histolytica nunca desarrollan sintomas y estas infecciones desaparecen
espontaneamente, lo que sugirid la existencia dos especies: una capaz de causar
enfermedad invasora (E. histolytica) y otra que nunca causa enfermedad, a la que se le
Ilamé Entamoeba dispar. La E. histolytica puede causar enfermedad invasora intestinal

y extraintestinal, a diferencia de E. dispar.
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Ciclo de vida

La infeccion por E. histolytica (Figura 1), ocurre por ingestion de quistes maduros (1)
en alimentos, agua 0 manos contaminadas con heces. El desenquistamiento (2) ocurre
en el intestino delgado y los trofozoitos (3) son liberados y migran al colon. Los
trofozoitos se reproducen por fisién binaria y producen quistes (4) que se eliminan con
las heces. Debido a la proteccion de la pared, los quistes pueden sobrevivir dias o
semanas en el medio externo y son los responsables de la transmision. Los trofozoitos
en el medio externo mueren rapidamente; en muchos casos, éstos permanecen
confinados en la luz intestinal (A, infeccidn no invasiva) de los individuos infectados,
quienes en ocasiones son portadores asintomaticos o eliminadores de quistes. En
algunos individuos los trofozoitos invaden la mucosa intestinal (B: enfermedad
intestinal) o, a través de la circulacion, invaden el higado, pulmones cerebro etc. (C:
enfermedad extraintestinal). La transmision también puede ocurrir por exposicion fecal
durante el contacto sexual (en tal caso no solo los quistes sino también los trofozoitos

son infectantes). >
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Figura 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.
2.2.2. Giardia intestinalis

Giardia intestinalis, también conocida como Giardia duodenalis y Giardia lamblia, es
el agente causal de la Giardiosis.” El habitat de G. intestinalis se encuentra en el yeyuno
y duodeno, y por esto en el pasado se le conocia como G. duodenalis. Es un protozoo
arcoflagelado, anaerobio tolerante y es causa comdn de diarrea endémica y epidémica
en todo el mundo. Se ve particularmente en episodios de diarrea transmitida por el agua,
en nifios en guarderias. También contribuye a la diarrea cronica en el mundo
desarrollado y en desarrollo.**° Aunque no es una causa importante de mortalidad, su
fisiopatologia tiene graves implicaciones en las tasas de crecimiento de la poblacién

infantil,**2
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Ciclo de vida

El ciclo de vida de G. intestinalis (Figura 2) tiene dos estadios: el estadio de vida libre
o trofozoito y el quiste.’® El trofozoito es el responsable de las manifestaciones clinicas
y el quiste el de la transmision del parasito. Los trofozoitos colonizan primariamente el
yeyuno, aunque algunos organismos pueden encontrarse en el duodeno vy, rara vez, en el
ileon, vias biliares o vesicula biliar. EI pH dptimo de desarrollo oscila entre 6.4 y 7.2.
Esta predileccion de los trofozoitos por el yeyuno sugiere que requieren una alta
concentracion de nutrientes para su supervivencia y proliferacion, especialmente los que
el paréasito no es capaz de sintetizar ex novo, como el colesterol, elemento fundamental
para la biogénesis de sus membranas y en el proceso de enquistacion de los trofozoitos a

lo largo del intestino.'?

Algunos de los sintomas producidos por G. intestinalis'?

Sintomas

Diarrea 63
Déficit de absorcion de lactosa 60
Estreflimiento 55
Déficit de absorcion de B 12/ Foélico |45
Flatulencia 46
Esteatorrea 44
Dolor/distension abdominal 32
Fatiga 28
Anorexia/nauseas 20
Perdida de peso 18
Vomitos 5

Moco en heces 4

Fiebre 2
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Contaminacion de agua, comida
orance con quistes infectivas,

Los trofozaitos tarnbién pueden ser
transrritidas a través de las heces
pero no sobreviven an d medic ambiznte

An Etapa Infectiva
A! Etapa de Diagndstico

Trafozaitas

Figura 2. Ciclo de vida de Giardia intestinalis.™>**

2.2.3. Trichomonas vaginalis

La trichomonosis es causada por el parasito Trichomonas vaginalis, un protozoario de
forma ovoide o periforme, flagelado (Figura 3). El trofozoito mide de 10-30 p de
longitud y 10-18 p de ancho. EI hombre es el Gnico huésped natural conocido. El
parasito se reproduce en las mucosas de las vias urinarias y genitales en la forma de
trofozoito. Esta misma forma es la infectante por contacto directo, pues no existe el
quiste. Es predominante en mujeres y es la infeccibn mas comdn que se transmite
sexualmente. La Organizacion Mundial de la Salud estima que 180 millones de

infecciones se producen anualmente.™
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|' ﬁ.= taze infectante
I A = taze disgndstica

Figura 3. Ciclo de vida de T. vaginalis.’® 1. Trofozoito en vagina y en orificio de la
uretra. 2. Trofozoito en secreciones vaginales, prostaticas y en orina. 3. Multiplicacién
por fision binaria longitudinal.

El trofozoito se pega a las membranas de la mucosa por medio de cuatro proteinas de
superficie que regulan esta adherencia. Los factores que predisponen el desarrollo de la
trichomonosis en la mujer son: pH de la vagina menos acido de lo normal, entre 5y 6;
ausencia o disminucion de la flora bacteriana normal, principalmente bacilo de
Doderlein y deficiencia de estrogenos que disminuyen el glicogeno de las células
vaginales. El parasito produce erosiones en la superficie de las mucosas de vagina y
uretra, con intensa reaccion inflamatoria hasta el corion. Las manifestaciones clinicas en

la mujer estan asociadas en la produccién de flujo vaginal y disuria.'
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2.3. LOS HELMINTOS

Los helmintos (nematodos, cestodos y trematodos), a diferencia de los protozoarios, son
organismos pluricelulares, se reproducen sexualmente, y su morfologia es muy variada
dependiendo al grupo que pertenecen. Entre las helmintiosis que causan mayores
estragos en la salud publica se encuentran la fasciolosis (Faciola hepatica), la
cisticercosis (Tenia solium) y la triquinelosis (Trichinella spiralis), las cuales provocan
enfermedades graves e incluso fatales.’’” Para el tratamiento de las helmintiosis se han
utilizado muchos compuestos con una gran variedad de estructuras moleculares,
denominados antihelminticos.'®*°

Dentro de los diversos grupos que se han utilizado para combatir estas parasitosis, se
encuentran los bencimidazoles, especialmente los bencimidazol 2-carbamatos de metilo,

como el albendazol y el mebendazol, los cuales presentan actividad de amplio espectro.

2.3.1. Trichinella spiralis

La trichinellosis es causada por el nematodo Trichinella spiralis y pertenece al género
Trichinella. Los parasitos del género Trichinella son organismos intracelulares
obligados, sexuados, con ciclo de vida directo, pues todos los estadios ocurren en un
solo hospedero.!’

El género Trichinella afecta a casi cualquier especie de mamifero, incluido el ser
humano (Figura 4). El ser humano se infecta al comer carne de cerdo cruda o mal
cocida que tenga larvas musculares (LM) de T. spiralis contenidas en una estructura
conocida como celula nodriza, aunque la infeccion se debe también a la ingestion de
carne infectada de otros animales, como jabali, 0so, foca 0 morsa. Las larvas musculares
son liberadas de la celula nodriza por accién de los jugos gastricos y despues de 4
mudas maduran al organismo adulto el cual infecta a las celulas epiteliales del intestino
delgado. Posteriormente al quinto dia postinfeccion el adulto libera las larvas recien
nacidas y, por circulacion sanguinea invade a las celulas musculares y generando LM

transformando a la celula muescular en celula nodriza.

10
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Todas las especiaes de Trichinella infectan al hombre, la trichinellosis se considera

como una enfermedad endémica cosmopolita de origen alimentario.*%

El tratamiento de la trichinellosis no es efectivo y los farmacos de eleccion para el
tratamiento son el mebendazol y el albendazol, el primero es ineficaz cuando el paréasito
ya esta encapsulado y el segundo induce efectos colaterales en el 30% de los

pacientes.”

o Canivalismo
Canivalizmao /

. § ; b
\ﬂf

Foedores
AA - \ 1_;- _..':"-""ﬁ{wé
Circulacion

A Estadio infective ]
A Estadio diagnéstico (4]

Figura 4. Ciclo vital del parasito T. spiralis.” (1) ingestion de carne infectada, (2) larva
liberada en el intestino delgado, (3) adultos en el intestino delgado, (4) larva recien

nacida liberada, (5) larva muscular dentro de la celula nodriza.

11
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2.3.2. Paramphistomun spp

La paramfistomosis es una parasitosis gastrointestinal de los rumiantes causada por
Paramphistomun spp que parasita el rumen, reticulo, abomaso e intestino delgado. Esta
parasitosis es debida a la accion y presencia de parasitos de diferentes generos. Entre las
generos registrados con mas frecuencia en bovinos se pueden sefialar P. cervi, P.
microbothrioides, P. liarchis, P. ichikawai, P microbothrium, Calicophoron
calicophorum, Colylophoron streptocoelium, Calicophorum ijimai y Colylophoron

colyphorum

La paramfistomosis es una enfermedad que provoca serios problemas econémicos en el
sector veterinario, como pérdidas en carne, lana y en la industria de la leche.?®?

Aunque la distribucion de esta enfermedad es cosmopolita, presentandose en algunos
lugares de Africa, Asia y Europa. En México, la epidemiologia no ha sido estudiada
exhaustivamente. Sin embargo, se han determinado algunas zonas enzodticas para el
ganado bovino, principalmente la zona sureste se ha identificado su presencia en
primavera, identificandose como agente causal especies del género Paramphistomum

cervi.?

Ciclo de vida

Los trematodos como es el caso del Paramphistomum spp., poseen como huéspedes
intermediarios a caracoles planérbidos acuéticos que son mucho mas adaptables y
ocupan un habitat mas diversificado que los caracoles limneidos, por lo que tienen una
distribucion geogréafica distinta a la duela del higado (Fasciola hepatica). En las
regiones costeras de México se ha identificado al caracol de la especie Lymnaea.” Las
formas tempranas del trematodo penetran a la cavidad respiratoria de los caracoles y al
cabo de dos meses se desarrollan completamente y salen de éstos durante las horas de
mayor intensidad solar, nadan cerca de la superficie del agua (gracias a que poseen una
gran cola propulsora mas larga que su cuerpo) de un lado para otro y se fijan en el agua
a las plantas, formando quistes que son ingeridos por los animales (Figura 5). Los
quistes, de unas 250 micras, estan rodeados de dos membranas resistentes, una externa
de estructura fibrosa y una interna. Las duelas inmaduras se depositan en el duodeno y a
medida que maduran emigran por el abomaso al rumen y reticulo. El periodo necesario

para madurar varia de seis semanas a cuatro meses.
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Figura 5. Ciclo de vida de Paramphistomum ssp.

Actualmente s6lo hay un farmaco para el tratamiento de esta parasitosis, el
triclabendazol, que elimina las fases inmaduras tanto de Paramphistomum, asi como de
Fasciola hepatica. Ademas de éste, los dos farmacos mas frecuentemente utilizados son
rafoxanida y nitroxinil y algunos otros como closantel y niclosamida también estan

comercializados en algunos paises; el albendazol también es eficaz a dosis elevadas.?*

Con el interes de contar con un nuevo agente parafistomicida se sintetizé como parte de
este trabajo al compuesto Alfa-carbamato (7). La evaluacién de la actividad del
compuesto en ovinos demostré una eficacia del 86.7% a una dosis de 12 mg/Kg. ** Este
compuesto guarda relacion con el compuesto fasciolicida denominado Alfa (ver pagina
22) y conserva la alta polaridad del albendazol (Figura 6). Los resultados de este
estudio se muestran en la Tabla 1. Para més detalle de este estudio revisar articulo en el

apéndice IlI.
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Figura 6. Estructura de algunos agentes antihelminticos

Tabla 1: Eficacia del compuesto Alfa-Carbamato contra P. spp en ovinos.

Grupo | Ovino | Peso Dosis No de Promedio %
No. (kg) | mg/Kg paramfistomidos (+/- DE) Eficacia
recuperados
2067 41 4
s/n 41 8 86.7
1 2415 44 12 1 4 (+/-2.9)
s/n 42 3
1906 39 0
1860 43 2
2 879 38 18 1 0.75 (+/-0.95) 97.5
1118 42 0
2296 44 0
2096 42 0
3 1058 42 24 0 0 (+/-0) 100
1921 39 0
2412 41 21
2346 42 36
4 1893 43 Testigo 34 30.2 (+/-6.65) |  -----
1821 43 30

2.4. Tratamientos Antiparasitarios

El control de las helmintiosis en paises desarrollados se ha alcanzado a través de una
gran variedad de métodos, los cuales incluyen quimioterapia, mejoras en educacion,
sanidad e higiene.?® Sin embargo, un nimero de helmintos que pertenecen a la clase
nematoda, cestoda y trematoda son capaces de invadir musculatura, circulacion
sanguinea, higado, pulmones y cerebro produciendo un problema mas serio que
aquellos que habitan la zona gastrointestinal. La quimioterapia de esta clase de parasitos
es algo dificil debido al indice terapéutico.
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Sin embargo, el tratamiento de algunas helmintosis que se diseminan en tejido es

satisfactorio, mientras que otros necesitan mejores farmacos.?

Se cuenta con antiparasitarios luminales y tisulares, los cuales tienen actividad contra
las diferentes especies de protozoarios intestinales patdgenos y no patégenos para el
hombre. Dentro de los antiparasitarios luminales eficientes en el tratamiento de la
amibiosis se encuentra la diyodohidroxiquinoleina, el furoato de diloxanida y la
paramomicina. Dentro de los amebicidas tisulares mas efectivos estan la emetina y la
dehidroemetina que acttan en las formas invasoras intestinales y extraintestinales de
amibiosis. Otros antiamibianos, que actdan tanto en el lumen intestinal como en los
tejidos, son el metronidazol y los derivados de los nitroimidazoles, tales como el
tinidazol y el ornidazol .2

Dos bencimidazoles derivados del carbendazim (1H-bencimidazol-2-carbamato de
metilo), el albendazol y el mebendazol (Figura 6), se han usado, y se siguen usando
como antihelminticos; se sabe que su mecanismo de accion es a través de su enlace
directo a la tubulina, por lo que el albendazol y mebendazol resultaron atractivos para

su evaluacion giardicida.?’

En estudios in vitro, el albendazol mostr6 mayor potencia giardicida que el
metronidazol.2?® Sin embargo, en estudios in vivo la actividad del albendazol fue
similar a la del metronidazol; esto al parecer se debe a dos factores importantes: la baja
solubilidad acuosa del albendazol (0.0001 mg/mL) y el corto tiempo de exposicion del
parasito al farmaco. Como ya se menciond, G. intestinalis coloniza el duodeno y el
yeyuno donde el tiempo de permanencia del contenido intestinal es de 2 a 2.5 horas.?

El albendazol, levamisol, mebendazol y pirantel son los farmacos antihelminticos
incluidos en la lista de los farmacos esenciales de la OMS para el tratamiento de
nematodos intestinales.> Dentro del campo de la farmacoterapia con antiparasitarios,
recientemente se ha desarrollado un farmaco con amplio espectro y que parece ser
eficiente en infecciones por helmintos y protozoarios intestinales; este es la
nitazoxanida, utilizada en el tratamiento de infecciones por Taenia saginata,

Hymenolepis nana, G. intestinalis, E. histolytica, entre otros. (Figura 7).
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Figura 7. Farmacos antiprotozoarios

2.5. Los bencimidazoles

El descubrimiento de los derivados del bencimidazol como farmacos de amplio espectro
y como moléculas potencialmente activas con propiedades antiparasitarias,
antibacterianas, antivirales, antifingicas y antihelminticas, entre otras, los sitdan como
derivados de un heterociclo versatil.?*>! El niicleo del bencimidazol, como su nombre lo
implica, es un biciclo, en el cual, el benceno esta fusionado a las posiciones 4 y 5 de un
heterociclo, el imidazol. Aunque en la estructura del bencimidazol se dibuja con protén
en N1, éste se puede desplazar entre los atomos de nitrégeno, generando los tautomeros
I y I, cuando la sustitucion en el anillo es asimétrica. Los compuestos que no estan
sustituidos en algun atomo de nitrogeno del anillo del imidazol poseen caracteristicas
tanto bésicas como é4cidas.** Cuando el bencimidazol esta N-sustituido el tautomerismo
no es posible, ya que se generan dos moléculas que no son equivalentes (111 y 1V) que

pueden ser aislados y caracterizadas (Figura 8).%

H3C

S-C0)

HsC C N/
W
N

S+
\

Il CHs v

Figura 8. Tautomerismo e isomerismo en los bencimidazoles.?®
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El descubrimiento en 1961 del 2-(1,3-tiazol-4-il)-1H-benzimidazol (tiabendazol, Figura
6), el cual posee un amplio espectro de actividad contra parasitos gastrointestinales,
abrio una nueva era en el tratamiento de las enfermedades parasitarias. Sin embargo, el
tiabendazol se metaboliza facilmente por hidroxilacion aromatica, generando el 5-
hidroxitiabendazol, el cual se elimina rapidamente, reduciendo asi la efectividad del
farmaco.* Posteriormente, aparecié una nueva generacion de bencimidazoles
sustituidos en la posicion 5 para evitar el metabolismo en dicha posicion, y en la
posicion 2 un grupo carbamato de metilo, para aumentar la vida media de los nuevos
antihelminticos, con la desventaja de ser pobremente absorbidos, lo que limita su accién
a nivel sistémico.*® Sin embargo, el reciente desarrollo de resistencia de nematodos que
ocurre con los farmacos disponibles por ciertos parasitos ha permitido el desarrollo de

nuevos tipos de bencimidazoles carbamatos.®

2.6. Relacion Estructura-Actividad (SAR, por sus iniciales in inglés) biologica de

los bencimidazoles

SITIOC ¢ \>_R2 1 SITIOB
N
p Rl ~
SITIO A

Los estudios SAR de un gran numero de compuestos bencimidazoélicos han permitido

establecer los siguientes datos en base a la estructura anterior:

Sitio A

Para comprender la importancia que juega al 4&tomo de hidrogeno en la actividad
antihelmintica de los bencimidazoles, ademas de evitar el efecto tautomérico que
presenta la molécula, se han sintetizado 1-alquil, Z1-aril, Zl-arilalquil y 1-

acilbencimidazoles y se ha evaluado la actividad antihelmintica.?® Los resultados de

estos estudios indican que el hidrégeno en 1 es importante para la actividad.
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Sitio B

Los cambios en la naturaleza del sustituyente en la posicion 2 del bencimidazol juega un
papel muy importante en el perfil antiparasitario de la molécula resultante, se ha
realizado una gran variedad de modificaciones estructurales en esta posicién.”*** Para
una buena actividad antihelmintica el mejor grupo es el carbamato de metilo, aunado al

hidrégeno en posicién 1

Sitio C

La presencia de un grupo farmacoforico en las posiciones 5(6) de los bencimidazoles 2-
sustituidos es un factor importante para determinar el perfil biolégico de estos
compuestos. La introduccion de varios sustituyentes en la posicion 5 no necesariamente
aumenta la potencia. Rs previene la inactivacion metabdlica, como la hidroxilacion.

Clorados en R, presentan buena actividad.?®***® Sin embargo, poco se sabe sobre los

estudios SAR para los derivados del bencimidazol como agentes antiprotozoarios.

2.7. Mecanismos de accion de los bencimidazoles

El modo de accion de los bencimidazoles antihelminticos ha sido extensamente
estudiado, no asi como antiprotozoarios. El trabajo realizado en esta area indica que los
bencimidazoles antihelminticos pueden ejercer su accion inhibiendo la polimerizacién
de la tubulina para formar los microtubulos, inhibiendo el metabolismo energético o la

recaptura de la glucosa en los parasitos, principalmente.?®

2.7.1. Inhibicion del metabolismo de la glucosa

La enzima fumarato reductasa, responsable de convertir el fumarato en succinato en la
mitocondria, juega un papel importante en el metabolismo anaerobio de la glucosa y la
produccion energética eventual en muchos helmintos. Asi, la inhibicidn de esta enzima
se ha considerado como el alto en la fuente energética del helminto, lo que conduce a su
paralisis. Esta enzima es unica de los parasitos y, por lo tanto, proporciona una blanco

excelente para el ataque quimioterapéutico (Esquema 1).2%
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Esquema 1. Mecanismos de accién de los bencimidazoles.?

El tiabendazol, cambendazol, fenbendazol y el oxfendazol causan inhibicién de la
enzima fumarato reductasa en cultivos aislados de A. suum y H. contortus.
Experimentos in vitro e in vivo han mostrado la inhibicion en la actividad de esta

enzima en larvas de Trichinella spiralis tratadas con tiabendazol.®

2.7.2. Inhibicion en la recaptura de la glucosa

El mebendazol interfiere tanto in vitro como in vivo con la recaptura de la glucosa en
nematodos y cestodos. El blogueo de la recaptura de glucosa o de su transporte hace que
disminuya la sintesis de ATP produciendo una deplecion de energia en el parasito que

lo conduce a la muerte.?® 3®

2.7.3. Inhibicidn de la polimerizacion de Tubulina

La teoria mas reciente se basa en su capacidad de union in vitro e in vivo a la tubulina,
un componente importante del citoesqueleto de todas las células vivas.*® La tubulina
forma parte de los microtibulos, organelos intracelulares que tienen una gran variedad
de funciones, incluyendo el movimiento de los cromosomas durante la division celular,
forman la estructura del citoesqueleto en la célula, movilizan particulas intracelulares e

interviene en la exocitosis."%®

19



ANTECEDENTES

Los microtubulos estan compuestos de subunidades a. y B de tubulina, aproximadamente
de 50 kDa cada una. Estructuralmente, ambas unidades son proteinas heterogéneas.

Los microtibulos estan en equilibrio dindmico con la tubulina, la relacion de tubulina
dimérica y los microtibulos poliméricos estan controlados por proteinas (MAPS),
cofactores enddgenos como GTP, Mg”* y el incremento de la temperatura. Dicho
equilibrio puede ser alterado tanto in vivo como in vitro por sustancias exogenas
conocidas como inhibidores de microtibulos.® El mecanismo de algunos de estos
inhibidores es a través de su union a la tubulina evitando la asociacion de las

subunidades para el crecimiento de los microtubulos.

Esto da como resultado un tapon en el extremo donde se lleva a cabo la asociacion de
microttbulos, perdiéndose la capacidad de alargamiento de los mismos.*® Una
implicacion de este fendmeno es el de no ser necesario unirse a todos los dimeros de
tubulina para inhibir la polimerizacion, es suficiente con solo unirse al extremo de
elongacion. Al unirse los bencimidazoles, en particular los (1H-bencimidazol-2-il)
carbamatos de metilo, a la tubulina, inducen la pérdida de microtubulos citoplasmaticos
del tegumento y células intestinales de cestodos y nematodos, seguido por la pérdida del

transporte de vesiculas secretoras.®’ (Figura 9)
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Figura 9: Formacion del microttbulo y su inhibicién por los bencimidazol 2-carbamato
de metilo.*

Los bencimidazoles tienen una accion selectiva sobre las células de nematodos.

Estudios in vivo demostraron que el febendazol y el mebendazol fueron

respectivamente 250 y 400 veces mas potentes como inhibidores de tubulina de A. suum,

en comparacion con la tubulina de mamiferos. La diferencia de la afinidad de union a

tubulina de nematodos y mamiferos explica la accion selectiva de los bencimidazoles

contra helmintos.*’

2.8. El compuesto alfa como agente faciolicida

El triclabendazol se ha venido usando desde 1978 para combatir la faciolosis,*
parasitosis causada por el trematodo Faciola hepatica,** la cual genera pérdidas
econdmicas importantes en el sector veterinario, estas pérdidas se manifiestan como

disminuciones en la produccién de carne, leche y lana.*?

El uso desmedido del triclabendazol en el tratamiento de la faciolosis ha tenido como

consecuencia inevitable la aparicion de cepas resistentes en varias partes del mundo.**
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Aunque en algunos paises no se ha convertido en un gran problema, la preocupacién es
grande, ya que no se cuenta con otro fasciolicida con la eficacia del triclabendazol para
uso veterinario.

Considerando la necesidad de contar con nuevas estructuras fasciolicidadas, estudios
realizados por nuestro grupo de investigacion, en conjunto con el departamento
parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, dio
como resultado el disefio, la sintesis y evaluacion fasciolicida del compuesto Ilamado
Alfa, cuyo nombre quimico es 5-Cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol *
Sobre las relaciones estructura-actividad de los compuestos antiparasitarios,
determinados por nuestro laboratorio, se ha determinado la importancia de un
sustituyente metiltio en posicion 2 del anillo bencimidazélico para que la molécula
tenga actividad faciolicida, los sustituyentes en las posiciones 5 y 6 son importantes
pero no esenciales, por lo que se puede modificar estas posiciones por grupos con un
comportamiento electronico similar.**4°

El disefio del compuesto Alfa se baso en el enfoque de isosterismo observado en la
creacion del pronetalol a partir del dicloroisoproterenol (Figura 10). La sustitucion del
diclorofenilo por un 2-naftilo en el dicloroisoproterenol, un bloqueador adrenérgico
parcial, llevo al pronetalol, un mejor blogueador adrenergico, lo cual puso de manifiesto

gue estos grupos son isostéricos y el cambio generd un bioisdstero.*°

oH o
cl NH YCH3 NH YCHS
CH, CHy

Cl

_ ) Pronetalol
Dicloroisoproterenol

& Yoo

_ cl N
Triclabendazol H

Compuesto Alfa

Figura 10. Reemplazo isostérico que llevo al compuesto Alfa.
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La actividad fasciolicida obtenida de los ensayos in vitro sobre metacercarias de F.
hepatica mostraron que el compuesto Alfa es activo a concentraciones de 10 pg/mL y
en las pruebas in vivo en ovinos y bovinos los resultados mostraron que el compuesto
tiene una eficacia del 86.90 % a una dosis de 15 mg/Kg contra parasitos de 10 semanas,
y presenta una eficacia del 100 % a la misma dosis en suspensién oral.*®*” Estudios
posteriores de microscopia electronica mostraron el dafio en la estructura de F. hepatica

causado por el compuesto Alfa.*

2.9. Los profarmacos como metodo de optimizacion de farmacos

El término profarmaco se refiere a un compuesto que es farmacolégicamente inactivo,
pero que es convertido al farmaco mediante una biotransformacién.* Un profarmaco
también puede ser activado por un proceso no enzimatico como es el caso de la
hidrélisis; sin embargo, en estos casos los compuestos generalmente presentan
problemas de estabilidad.*® Algunas de las razones por las cuales se aborda la estrategia

de los profarmacos en el disefio de farmacos son las siguientes:>

Solubilidad
Absorcion y distribucion

Especificidad en el blanco

*® & o o

Inestabilidad

*

Liberacion prolongada
Toxicidad

Poca aceptacion por el paciente

*® & o

Problemas de formulacion
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2.9.1. Tipos de profarmacos

Existen muchas clasificaciones para los profarmacos, pero en general suelen clasificarse
en: Profarmacos con un grupo transportador y Bioprecursores.***® Profarmacos unidos a
un acarreador: Son compuestos que contienen el farmaco activo unido a un grupo
acarreador el cual puede ser removido enzimaticamente, ejemplo de este tipo es un éster
que es convertido al farmaco que contiene un acido carboxilico mediante hidrélisis.*

Dentro de esta clasificacion encontramos:

» Profarmacos bipartitas: obtenidos de la union entre un farmaco y un
acarreador.

» Profarmacos tripartitas: obtenidos de la union de un farmaco, el acarreador y
de un acoplador que los mantenga unidos. “Farmaco-Acoplador-Acarreador”

» Profarmacos mutuos: consiste en la union de dos farmacos, generalmente

sinérgicos entre si.

Bioprecursores: son profarmacos que al ser metabolizados generan al principio activo, o
puede seguirse metabolizando para generar el farmaco activo. Por ejemplo, un farmaco
que contiene un &cido carboxilico puede tener como bioprecursor una amina primaria,
que al ser metabolizada por oxidacién genere al aldehido, el cual posteriormente vuelve a
ser metabolizado para formar el farmaco con el grupo &cido.® En el disefio de
bioprecursores se debe de tomar en cuenta las reacciones de Fase | del metabolismo.>? En
la Tabla 2 se muestran las diferencias entre profarmaco con un grupo acarreador y

bioprecursores.
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Tabla 2: Diferencias entre profarmaco con un grupo acarreador y bioprecursores

Profarmacos

Caracteristica | Profarmacos unidos a un acarreador Bioprecursores

Constitucién | principio activo + grupo acarreador | sin grupo acarreador

Lipofilia Fuertemente modificada Ligeramente modificada
Bioactivacion Hidrolitica Oxidativa o reductiva
Catalisis Quimica o enzimatica Solo enzimaética

2.9.2. Profarmacos de bencimidazoles

Debido a los problemas de solubilidad que caracterizan a los derivados del bencimidazol,
se han sintetizado profarmacos para solucionar este inconveniente y dichos profarmacos
son Illamados pro-bencimidazoles ?**® En la Figura 11 se muestran algunos ejemplos de

pro-bencimidazoles.?*#>>*

Un ejemplo de pro-bencimidazoles es el netobimin, el cual sufre una serie de reacciones
complejas incluyendo la reduccion del grupo nitro y posterior ciclacion para formar el
albendazol. Cinco metabolitos del netobimin fueron identificados en orina, plasma y en
muestras de higado de animales de laboratorio en ovejas y ratas. Todos fueron
identificados como productos del metabolismo del albendazol; tales como: el sulfoxido,
la sulfona, el 2-aminosulféxido y la 2-aminosulfona. Otro ejemplo es el benomil, el cual
se disefd como profarmaco del carbendazim. El principal metabolito fue el 5-
hidroxibencimidazol-2-il carbamato de metilo y los metabolitos de las reacciones de
congujacién.>* Otros bioprecursores bencimidazol 2-carbamato de metilo son el
promebendazol, el tiofanato y el febantel, en donde la posicion 2 del anillo

bencimidazolico se genera mediante una ciclacion intramolecular.
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Figura 11: Ejemplos de pro-bencimidazoles

2.10. Importancia del Citocromo P-450 en el metabolismo de

xenobioticos

Un gran ndmero de sustancias extrafias a nuestro organismo (xenobioticos) penetran por
via oral, piel, sangre o pulmones y pueden ocasionar trastornos a corto o largo plazo, lo
que se evita gracias a que poseemos sistemas enzimaticos que llevan a cabo su
biotransformacion.> La biotransformacion de los xenobidticos se realiza principalmente
en dos fases™: Las de Fase I, catalizada principalmente por el sistema de monooxigenasas
dependiente del citocromo P-450 encontradas principalmente en el higado, y las de Fase

11.%® encontradas en los microsomas, la mitocondria y el citosol.

La expresion del citocromo P-450 esta regulada por factores genéticos (polimorfismo),
fisiopatoldgicos (enfermedades, regulacion hormonal) o ambientales (factores
nutricionales, induccidn, inhibicion) que condicionan que los niveles hepaticos de las

enzimas P-450 varien extraordinariamente entre diferentes individuos.®’
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El sistema P-450 presenta una enorme versatilidad funcional que se refleja tanto en la
gran variedad de procesos que puede catalizar, como en el elevado nimero de substratos
que es capaz de metabolizar. Salvo contadas excepciones, el P-450 requiere oxigeno

molecular y NADPH para oxidar el substrato. Se trata de reacciones de monooxigenacion
en las que sélo uno de los &tomos de oxigeno es incorporado en la molécula del substrato,

mientras que el otro es reducido hasta agua.”® ver Figura 12.

Substrato
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NADPH

Fe?*/Fe*
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Figura 12: Reaccion catalizada por el CYP
2.10.1. Reacciones y Regulacion enzimatica del CYP

Entre las oxidaciones catalizadas por el P-450 se incluyen hidroxilaciones aromaticas y
alifaticas, N- y S-oxidaciones, epoxidaciones, O-, N- y S-desalquilaciones,
desaminaciones, desulfuraciones, deshalogenaciones y deshidrogenaciones.®® Otra de las
caracteristicas mas significativas del P-450 es su inducibilidad por los propios
xenobidticos. Las primeras alusiones en este sentido se remontan a los afios 50-60, al
observarse que pacientes que eran tratados con ciertos farmacos desarrollaban una
tolerancia al mismo de manera que eran necesarias dosis crecientes para producir el
mismo efecto. Este hecho fue constatado en estudios con animales de experimentacion y
se comprobd la existencia de tipos o grupos de inductores que actuaban de forma

selectiva sobre diferentes enzimas P-450.>°
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Frecuentes administraciones de una sustancia farmacolégicamente activa puede tener
serias consecuencias en la induccién o inhibicion de las enzimas de biotransformacion.®
La induccion provoca un incremento en la actividad de las enzimas de biotransformacion
debido a los xenobidticos; este incremento en la actividad es consecuencia de un
incremento en la expresion del respectivo gen y/o una disminucion en la degradacion de
la proteina. La inhibicion disminuye la actividad de las enzimas de biotransformacion
debido a los xenobidticos, puede ser causado por interaccion con el xenobiotico. La
mayor parte de los inhibidores son poco especificos al ser capaces de actuar sobre
enzimas. Los mas Utiles son los que se utilizan para inhibir un Gnico enzima,® por unién
al centro catalitico (inhibicion competitiva), o bien por una unidén irreversible del

xenobidtico a la enzima bloqueando su actividad (sustratos suicidas). Ver Tabla 3 **%

Tabla 3: Ejemplos de algunos sustratos inhibidores e inductores del CYP

Enzima Sustrato Inductor Inhibidor
Cafeina, Acetanilida 3-Metilcolantreno, Fluvoxamina, 7,8-
Fenacetina, Warfarina, Omeprazol, Humo de Benzoflavona.
Imipramina, Lanzoprazol, cigarro, hidrocarburos
1A2 etc. aromaticos policiclicos.
Fenobarbital.
7-Benciloxi-resorufina, Fenitoina, Rifampicina, Metoxiclor, 9-
2B6 Benzfetamina, Fenobarbital. Etinilfenatreno.
ciclofosfamida, etc.
Alcanos halogenados, Etanol, Izoniacida. DMSO, Disulfiram.
2E1 Alcoholes, Anilina,
Benceno, Cafeina,
Teofilina, Paracetamol, etc.
Acido retinoico, Carbamacepina, Rifabutina, Clotrimazol,
Aminopirina, Fenobarbital. Kertokonazol,
3A4 Carbamazepina, Ritanovir.
Lanzoprazol, Lidocaina,
Losartran, Omeprazol.
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2.10.2. Regulacion enzimatica por bencimidazoles antihelminticos

Los compuestos bencimidazoélicos antihelminticos se utilizan en el sector veterinario
alrededor del mundo. Para uso en humanos se emplean el mebendazol y el albendazol.®°
El albendazol es el mas representativo de este grupo, su biotransformacién ha sido
ampliamente estudiada en diferentes especies, incluyendo rata, raton, conejo, gallinas,
ovejas, perro y en el humano. Es conocido que los compuestos antihelminticos que
presentan un azufre sufren dos pasos de oxidacion; en el albendazol primero se forma el
sulfoxido de albendazol, seguido por la sulfona de albendazol. El sistema flavin
monooxigenasas y el CYP3A participan predominantemente en el primer paso del
metabolismo, sin embargo la formacion de la sulfona es principalmente catalizado por la
subfamila CYP1A.%

Las primeras evidencias de la induccion del albendazol fue publicado en los 80s, cuando
algunos estudios mostraron el incremento de la actividad catalitica asi como del
contenido proteico del CYP1A en ratas,® en microsomas humanos y en el cultivo celular
HepG2.% Los estudios de induccién del albendazol y de sus dos metabolitos en rata
mostraron que el albendazol y el sulfoxido, pero no la sulfona, pueden causar induccion
del CYP1A1.%® Una comparacion en la intensidad de la biotransfomacién del albendazol
en varias especies de animales, incluido el hombre, mostraron una diferencia sustancial

en la cantidad formada del sulfoxido de albendaxol.®” %8

La proporcion enantiomérica en plasma de (+)-sulfoxido de albendazol y (-)-sulfoxido de
albendazol es especie-especifico y varia después de las dosis repetidas.®® Se reporté que
las FMO y el CYPs muestran diferente estereoespecificidad; el CYP, pero no las FMO,
podria inducirse por el albendazol y podria ser responsable de los cambios en la
proporcién quiral. De estas observaciones también puede esperarse las diferencias en los
efectos de la induccion de albendazol en las enzimas CYP1A. Ademas de esta subfamilia,
el albendazol induce ligeramente el citocromo de la rata CYP2A6, CYP2EL, CYP2B1 y
CYP2B2, y en una magnitud menor el CYP3A4.54
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El fenbendazol es otro farmaco con un atomo de azufre, y guarda analogia con el
albendazol respecto al metabolismo, ya que primero se metaboliza al sulfoxido
(oxfendazol) y subsecuentemente a la sulfona en ratas, conejos, ratones,...etc, y se ha
demostrado un metabolismo similar en microsomas intestinales de rata. Cuando se
inhibid la actividad del CYP se redujo el metabolismo oxidativo del febendazol en
microsomas hepaticos de ovinos y se potencié la actividad antihelmintica.®® El efecto
inductor del fenbendazol y de su principal metabolito, oxfendazol, en el CYP1A1/2 fue

reportado en conejos.*°

El tiabendazol y mebendazol también se han descrito como inductores del CYP1A en
estudios con diferentes especies de animales y el flubendazol se ha reportado como un
inhibidor de las enzimas de oxidacion en estudios in vivo en ratas. (Tabla 4) A cerca del
triclabendazol muy pocos estudios se han realizado en este sentido.®

Tabla 4: Inducién del CYP1A por algunos bencimidazoles?

Derivado Induccion del CYP1A
in vivo in vitro
Rata | Humano | Conejo | Hepatocitos
Rata | Conejo | Humano | Perro

Carbendazim +
Albendazol + +
Oxfendazol + 0 +
Mebendazol +
Tiabendazol + + +
Cambendazol + +
Omeprezol + + + +/- + + +

*Tomado y modificado de *°
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2.11. Metabolismo de la cafeina

El citocromo P-450 1A contiene dos enzimas, el CYP1Al y CYP1A2, las cuales
catalizan la activacion de procarcindgenos. Sin embargo, el CYP1A2 cataliza el
metabolismo de ciertos farmacos, como por ejemplo N-desmetilacion de antidepresivos

triciclicos y de derivados de xantina.”

La cafeina, 1,3,7-trimetilxantina, es uno de los xenobio6ticos mas consumidos alrededor
del mundo. EI metabolismo hepético es predominante en la eliminacion de la cafeina y
menos del 5% del xenobidtico es eliminado sin modificacion en la orina.”* La cafeina es
oxidada por las enzimas microsomales hepaticas en las posiciones 1, 3 y 7 mediante una
N-desmetilacion para generar teobromina, paraxantina y teofilina, respectivamente. Se ha
demostrado que la desmetilacion oxidacion de cafeina a teobromina y teofilina es
catalizada en un inicio por el sistema flavin monooxigenasas (FMO).”* " Las isoenzimas
P450 que participan en el metabolismo completo de la cafeina en humanos y animales de
laboratorio es el CYP1A2 y, cuando hay concentraciones altas de cafeina, también
participa el CYP2E1 y posiblemente otras isoformas. Cabe resaltar que las tres rutas de
N-desmetilacion de la cafeina para generar los metabolitos teofilina, teobromina vy

paraxantina es la misma en ratén, conejo y rata.”” " ™ Esquema 2.
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Esquema 2: Rutas metabolicas de la cafeina catalizada por microsomas de higado de rata

indicando las enzimas responsables de cada metabolito.

Existen otros ejemplos de N-desmetilacion sobre diferentes sustratos con estructuras
diferentes que cataliza el organismo por diferentes enzimas. La meperidina, un opioide
analgésico es metabolizado por el higado a normeperidina, un potente estimulante del
sistema nerviosos central. Los estudios in vitro muestran que los CYP’s que participan en
esta biotransformacion son los CYP’s 2B6, 3A4 y el 2C19, ™ otro ejemplo es la
metanfetamina, la cual genera anfetamina mediante una reaccion catalizada por el CYP y

las FOM."® Como ejemplos adicionales, podemos mencionar el propanolol, la nicotina y
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el antidepresivo triciclico, imipramina, la cual genera desipramina, la cual también

presenta las mimas propiedades farmacoldgicas que su predecesor.*

2.12. Métodos de evaluacion del citocromo P-450

Existen diversas formas de estudiar el metabolismo de xenobi6ticos, entre los que

podemos mencionar:

» Ensayos clinicos

» Estudios in vivo

> Estudios in vitro’’

> Simulacién por computadora.’®"®

Sin embargo, han surgido evidencias de la existencia de notables diferencias cuantitativas
y cualitativas en el metabolismo de farmaco en el hombre y en otras especies. Estas
diferencias son debidas a que cada especie presenta su propio patron de enzimas de
biotransformacion.?* En el caso del P-450, no sélo la distribucién de isoenzimas es
diferente, sino que, ademas, existen P-450s que son propios de una especie en particular,
e incluso formas homdlogas pertenecientes a diferentes especies que presentan distinta
actividad catalitica.®® De hecho, las diferencias metabdlicas entre el ser humano y la
especie animal escogida para realizar los ensayos preclinicos son algunas de las causas
mas frecuentes del fracaso de nuevos farmacos.®? Habida cuenta de estas diferencias
interespecies, y dado que el objetivo basico es el disefio de agentes terapéuticos seguros
para su aplicacion clinica, los estudios de metabolismo de farmacos deberian realizarse
en la especie humana. Por razones obvias no es posible realizarlos con seres humanos,
por lo que la disponibilidad de un modelo experimental alternativo resulta esencial. A

continuacion mencionaremos brevemente las caracteristicas del modelo in vivo.
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2.12.1 Estudios in vivo

Para la evaluacién de un compuesto in vivo se han utilizado animales de diferentes
especies: el raton, la rata, el cobayo, el conejo, el perro y el mono, entre otros.* Aunque
ha sido cuestionada las pruebas en animales para predecir la eficacia y la seguridad de los
farmacos, el uso de los estudios en animales pueden ser extrapolada a los humanos con la
aplicacion de los apropiados principios farmacocinéticos.®* Actualmente la forma mas

comun de analizar muestras es mediante el uso del acoplamiento HPLC-MS.

2.13. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR)

La cromatografia liquida de alta resolucion, comunmente llamada HPLC por sus siglas en
inglés (High Performance Liquid Chromatography), es el tipo de cromatografia de
elusion mas versatil y ampliamente utilizado, ya que es una técnica utilizada para separar
los componentes de una mezcla, basandose en diferentes tipos de interacciones entre las
substancias analizadas y la columna cromatogréfica, asi mismo ayuda a la identificacion

cualitativa y cuantitativa de los componentes.®®

2.13.1. Cromatografia de fase reversa

La cromatografia en fase reversa permite separar moléculas con base en su polaridad.®

La HPLC de fase reversa (RP-HPLC) consiste en una fase estacionaria apolar y una fase
movil polar. Una de las fases estacionarias mas comunes de este tipo de cromatografia es
la silica tratada con RMe,SiCl, donde la R es una cadena alquil tal como CygH3z; 6
CgH17.% Las columnas C-18 se pueden utilizar para las aplicaciones donde se requiere un

maximo de retencion.
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2.13.2. Extraccion en fase solida

La Extraccion en Fase Solida (SEP) es una potente y simple técnica de limpieza de
muestras que es, al mismo tiempo, rapida y econémica. Una columna SPE consiste en un
lecho de adsorbente de particulas gruesas mantenido entre dos discos porosos en un tubo
desechable. La SPE permite la preconcentracion de la muestra con un riesgo minimo de
pérdida o contaminacion de la misma. Se utilizan las mismas interacciones muestra-fase
que en HPLC, en las que el componente de interés resulta retenido en una fase sélida

mientras que los contaminantes de la matriz se eluyen.®

Un método tipico de SEP tanto para columnas HyperSEP o MultiSEP se organiza en

cinco pasos. Figura 13.

Procedimiento para la Extraccion en Fase Sdlida

B oo bo- Lavado de
Activacidn  namisnto Retencién Inlerisrencias Elkclin

" ®
i

i
Pg ®p

=

Figura 13: Pasos para la activacion del cartucho de EFS o SEP

1. Activacion. El primer paso es la activacion (A) en la que se utiliza un disolvente
organico para "humidificar” la fase. Con fases hidrofébicas (p. ej. C18) se usa un
disolvente polar, como el metanol. Con fases estacionarias polares (p. ej. Silice) se usa un

disolvente no polar, como el cloruro de metileno.
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2. Acondicionamiento. La fase estacionaria SEP se acondiciona (K) con el mismo
disolvente de la matriz, por ejemplo, con matrices acuosas el disolvente es agua. El
acondicionamiento permite "alinear” la fase estacionaria lejos de la superficie de la silice,
permitiendo la interaccion entre el analito y la fase estacionaria. Cualquier disolvente
organico residual se elimina en esta etapa, asegurando que los componentes de interés

sean retenidos en la parte superior de la columna.

3. Retencion. Las interacciones entre las moléculas de la muestra y la fase estacionaria
controlan la retencion en el adsorbente de SEP. Para maximizar las interacciones la
muestra (A=analitos + M=matriz) deben cargarse en el adsorbente de SPE a
aproximadamente 3 mL/min. Este flujo puede controlarse mediante una valvula en la
estacion de vacio. Los componentes de interés han de retenerse en el adsorbente de SEP

mientras que la matriz y los contaminantes deben eluirse y descartarse.

Durante las etapas 1-3, el adsorbente SEP ha de mantenerse himedo siempre, puesto que

el secado del mismo puede acarrear una pérdida de muestra.

4. Eliminar interferencias. Usando un disolvente o una serie de disolventes de fuerza
creciente los contaminantes pueden eliminarse del adsorbente de SEP hasta que solo los

analitos de interés queden atrapados.

Por ejemplo, al retener compuestos hidrofobicos en C18 la contaminacién puede
eliminarse con un lavado de agua:metanol 50:50, puesto que los compuestos de interés no
se eluyen del adsorbente de SEP hasta que no se use un mayor porcentaje de disolvente
organico. Con un lavado adecuado (M) las impurezas se eliminan con un adecuado
eluyente de lavado (W). El adsorbente de SEP se deja secar generalmente con nitrogeno.
El secado es esencial si el eluyente de lavado no es miscible con el disolvente de elucion

final.
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5. Elucion. La elucion de los analitos (A) se efectia mediante un eluyente adecuado (E) y
a un flujo de 1 mL/min. El adsorbente de SEP y la interaccion analito-adsorbente

determinan el eluyente final de elucion.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, los derivados bencimidazolicos 2-carbamato de metilo son los
compuestos mas utilizados en la terapia contra las parasitosis causadas por helmintos; sin
embargo, por la pobre biodisponibilidad que presentan, solo son usados en parasitosis del
tracto gastrointestinal tanto en el sector humano como en el veterinario, dejando a un lado

el tratamiento de las parasitosis sistémicas que también son de relevancia clinica.

Con el interés de contar con nuevos antiparasitarios se sintetizo el compuesto Alfa-
carbamato, determinado su actividad paramfitomicida en ovinos. Sin embargo como era
de esperarse, este compuesto presentdé baja solubilidad acuosa. EI compuesto Alfa-
carbamato tiene potencial como agente antiparasitario por lo que resulta de interés
mejorar su solubilidad mediante el disefio y sintesis d e un profarmaco que libere al

compuesto activo y con esto incrementar su absorcion y biodisponibilidad.

Considerando lo anterior en este trabajo se propone el disefio y sintesis de un profarmaco
del compuesto Alfa-carbamato que mediante una reaccion de N-desmetilacion oxidativa,
catalizada por el citocromo P450, genere al compuesto activo y que pueda ser utilizado
en infecciones sistemicas.

Con base en los establecimientos anteriores, se pueden plantear las siguientes preguntas:

¢ (Existe la posibilidad de que se presente una reaccion de N-desmetilacion en el

huésped para generar al compuesto activo Alfa-Carbamato?

¢ ¢La introduccién de un grupo metilo en posicién 1 modificara la actividad en

relacion al compuesto original?
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Tomando en cuenta de que las parasitosis también incluyen las protozoosis y debido a
que no se cuenta con la informacién de la actividad de estos dos compuestos propuestos
se realizaran los ensayos de actividad sobre tres protozoarios in vitro para determinar la
actividad intrinseca de cada compuesto sintetizado de tal forma que la investigacion que
se realice en este campo contribuya a la obtencion de informacion béasica sobre los

requerimientos estructurales necesarios para la actividad antiprotozoaria.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. Hipdtesis

¢ EIl compuesto 1-metilado, sintetizado en el presente estudio se biotransformaré al
compuesto activo Alfa-carbamato, mediante una reaccion de N-desmetilacion
catalizada por el citocromo P450.

¢ El profarmaco del compuesto Alfa-carbamato presentara mayor actividad en el

modelo de triquinelosis murino.

4.2. Objetivo General

¢ Sintesis y evaluacion antiparasitaria del compuesto Alfa-carbamato y de un
profarmaco monometilado y analisis de la biotransformacién in vivo del

profarmaco.

4.3. Objetivos Particulares

¢ Realizar la sintesis de los siguientes compuestos: [5(6)-Cloro-5(6)-(1-naftiloxi)-
1H-bencimidazol-2-il]Jcarbamato de metilo, (Alfa-Carbamato), [5-Cloro-1-metil-
6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]Jcarbamato de metilo, (HSK).

¢ Purificar y determinar las constantes fisicas, como punto de fusion y Rf de los
compuestos finales, asi como de sus intermediarios.

¢ Caracterizar a los intermediarios y productos finales con técnicas
espectroscopicas (IR, RMN) y espectrométricas (EM).

¢ Evaluacion dela actividad antiprotozoaria in vitro de los compuestos Alfa-
carbamato y de su profarmaco monometilado HSK en G. intestinalis, E.

histolytica y T. vaginalis.
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¢ Debido a que el ciclo de vida de T. spiralis comprende la fase intestinal y la fase
sistemica, en este estudio se evaluard en un modelo de triquinelosis murino la
actividad de los compuestos Alfa-carbamato y HSK.

¢ Determinar las proporciones de la fase movil para una mejor resolucién de
nuestros compuestos, asi como el tiempo de retencion de cada uno de ellos
mediante el uso del HPLC.

¢ Realizar los ensayos de biotransformacion in vivo, para su posterior anélisis
mediante el HPLC.
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MATERIAL Y METODOS

42



MATERIAL Y METODOS

5. MATERIAL Y METODOS

El trabajo realizado en esta tesis se presenta en tres partes. La primera, la parte quimica,
comprende la descripcion de los métodos de sintesis que se emplearon para preparar el
compuesto Alfa carbamato (7) y su derivado metilado HSK (12). La segunda, la parte
bioldgica, incluye las pruebas de actividad antiprotozoaria y antihelmintica a que fueron
sometidos los compuestos finales. Finalmente, en la tercera parte, la parte analitica,
incluye los estudios de biotransformacion realizados asi como la preparacion de los
estandares.

5.1. Parte Quimica

Para la sintesis de los compuestos 7 y su derivado metilado 12 se hicieron las reacciones
que se muestran en el Esquema 1. Se partié de la 3,4-dicloroanilina comercial (1), la cual
se tratd con anhidrido acético y dio la 3,4-dicloroacetanilida (2). La nitracion en frio de 2
con mezcla sulfonitrica llevo al intermediario 4,5-dicloro-2-nitroacetanilida (3), el cual,
por hidrélisis con H,SO,4 conc., proporciond la 4,5-dicloro-2-nitroanilina. (4), que se trato
con 1-naftoxido de potasio en DMF con calentamiento y dio el éter funcionalizado 4-
cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (5). Este se redujo en presencia de H, y Ni-Raney para
dar la 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-1,2-fenilendiamina (6). Por altimo, la ciclocondensacion de
6 con dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea (14) en metanol a reflujo llevé al compuesto

deseado Alfa-carbamato (7).

Por otro lado, para la sintesis del derivado metilado 12 se utilizé el intermediario comun
4,5-dicloro-2-nitroacetanilida (3), que se N-metil6 con sulfato de dimetilo en medio
basico; el producto obtenido, la 4,5-dicloro-N-metil-2-nitroacetanilida (8) se sometié a las
mismas reacciones descritas anteriormente, esto es, hidrolisis con H,SO, en caliente para

dar la 4,5-dicloro-N-metil-2-nitroanilina (9); tratamiento de 9 con 1-naftéxido de potasio
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en DMF con calentamiento para dar el éter funcionalizado 4-cloro-N-metil-5-(1-
naftiloxi)-2-nitroanilina (10); hidrogenacion catalitica con H, y Ni-Raney que llevo a la
4-cloro-N-metil-5-(1-naftiloxi)-1,2-feniléndiamina (11) y ciclacion con dimetoxicarbonil-

S-metilisotiourea (14) en metanol a reflujo para dar el compuesto esperado HSK (12).

Para la preparacion de la dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea (14) se tratd el hemisulfato
de S-metilisotiurea comercial (13) con dos equivalentes de cloroformiato de metilo, segln

las reacciones del Esquema 2.

cl NH, cl NHCOCH, cl NHCOCH;, cl NH,
o O e XL, = KX
cl cl cl NO, cl NO,
1 2 3 4

d
9 v C
o NHCH, cl NHCH, cl N o NH,
(J - X - XX T XX
cl NO, cl NO, cl NO, cl NO,
10 9 8 5
e
A
O 0 NHCH, o NH,
E CI: : :NHZ E CI: : :NHZ
11 6
(] & (]
0 N 0 N
O jC[ )—NHCO,CH, O jC[ H—NHCo,cH
cl N cl g

12 HSK 7 Alfa- carbamato

(@) Ac,0; (b) HNO,, H,SO,: (c) H,SO,, 80-90 °C; (d) 1) 1-naftol, KOH, MeOH, 2) DMF, 100 °C, 2.5 h; (e) H,, Ni Raney;
(f) CH,OCONHC(CSCH,)NCO,CH,, MeOH, reflujo; (g) 1) (CH,),SO,, 2) NaOH, H,0, 30-35 °C.

Esquema 1. Secuencia de reacciones empleadas para preparar el compuesto Alfa-
carbamato (7) y su derivado N-metilado HSK (12).
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SCH, H
1 1) NaOH, H,0, pH 7-8 s
= H,S0, >
HN NH 2 2) 2 CICO,CH,
2 H,CO,CHN NCO,CH,
13 14
PM 139 PM 206. 22

Esquema 2 Reacion empleada para preparar el compuesto 14.

5.2. Parte Biologica

La evaluacion de la actividad antiparasitaria in vitro e in vivo del los compuestos Alfa-
carbamato y de su derivado monometilado HSK se llevé a cabo en la Unidad de
Investigacion Médica de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del IMSS, Centro

Médico Siglo XXI, bajo la direccion de la Dra. Lilian Yépez Mulia.

La determinacion de la actividad antiprotozoaria in vitro del compuesto Alfa-carbamato
(7) y de su derivado metilado HSK (12) contra E. histolytica, G. intestinalis y T.
vaginalis se realizd6 mediante el método de subcultivo de acuerdo a los procedimientos
reportados con anterioridad.?* %

Para evaluar la actividad in vivo de los compuestos contr la fase enteral y muscular de T.
spiralis, se usaron ratones BALB/c de 4-6 semana de edad y de 20-25 g de peso. Seis
grupos de diez ratones se infectaron con 300 larvas musculares de T. spiralis por via oral.
Los compuestos 7 y 12 se administraron a una dosis equimolar de 75 mg/Kg de peso.
Como control positivo se incluyo un grupo tratado con albendazol a la misma dosis
equimolar. La reduccion de la carga parasitaria se calculo con respecto a un control de

infeccién.

5.3. Parte analitica

(a) Primeramente se determind el tiempo de retencion de los compuestos 7 y 12 usando

como fase mavil una mezcla de CH3;CN:H20 (60:40), un flujo de 0.6 mL/min y un

tiempo de corrida de 15 min.
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(b) Para los estudios de biotransformacion se emplearon ratones BALB/c de cuatro a seis
semanas de edad de 20 a 25 g y se les administrd una dosis equimolar de ABZ a una
dosis de 75 mg/Kg de peso. Estos estudios se realizaron a las 3 horas con una sola dosis
y a los 7 dias con dosis diarias.

(c) Pasado este tiempo se les extrajo el higado y se realizd el estudio de

biotransformacion del compuesto HSK como se describe en la parte experimental.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Resultados de la Parte Quimica

Las constantes fisicas y los rendimientos obtenidos para los compuestos finales, asi como

de sus intermediarios 2-6 y 8-11 se muestran en las Tablas 5 y 6. Los datos

espectroscopicos y espectrométricos de todos los compuestos de este estudio se muestran

enla Tabla7

Tabla 5. Rendimientos y constantes fisicas de los compuestos finales

Ry N

KI N—NHCO,CH,
R N

2 \

Rs
Comp. | Ry R, R; Rend (%) Pf (°C)/Disolv. Rf Sistema
7 Cl 1-naftiloxi H 80 183.3- 0.73 (I*
183.7/MeOH/DMF
12 Cl 1-naftiloxi CHs 60 156-158/MeOH 0.51 (I)*

*\er pagina 71 para saber la composicién y la proporcion de los sistemas de elucién
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Tabla 6. Rendimientos y constantes fisicas de los intermediarios sintetizados
Rs
R N
-
R} Rs
No. R; R> R3 R4 Rs Ren. Disol. de Estado Fisico Rf pf (°C) pf (°C) Ref
(%) Crist. (Sist) exp rep.
2 Cl Cl H COCHj; H 100 EtOH Crist. blancos. 0.31 122-123 120.5 95, 96
3 Cl Cl H COCH; NO, 98.3 MeOH/H, Crist. amarillos 0.65 (1) 123-124 123-124 87
0
4 Cl C1 H NO, 98 EtOH Ajugas njas 0.61 (1) 176-177 176-177 43
5 Cl 1-naftiloxi H NO, 95 EtOH/Tol Crist. ocre 0.75 (1) 136-138 136-138 43
6 Cl 1-naftiloxi H NH, 90 | - Lig. café oscuro 060() | - | e | e
8 Cl Cl CH, COCHj; NO; 88.76 EtOH Crist. amarillos 0.20 (1) 96.0-96.5 94-95 87
9 Cl Cl CH, H NO, 97.6 EtOH Crist. naranjas 0.60 () 146.3-146.5 148 87
10 Cl 1-naftiloxi CH, H NO, 83.5 MeOH Crist. amarillos 0.38 (1) 171.1-171.7 | - | -
11 Cl 1-naftiloxi CH; H NH, 90 | - Lig. café oscuro 0.72(1) | - | e | e
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Tabla 7. Constantes espectroscépicas de los compuestos sintetizados

cl NHCOCH,
:@: 4 5-Dicloro-2-nitroacetanilida 3
cl NO,

Espectro 1, IR cm™:3214 (-CONH-), 3143 (C-H, aromatico), 1678 (-CO), 1575 y
1374 (-NOy),1272 (-C-N), 1272, 1140, 886, 867, 646.

Espectro 2, EM (FAB) m/z: 248 (M*!, 15%), 250 (M*?, 10%), 252 (M™*, 3%), 206
(M* - 42, 100%), 176 (M*- 72, 20%), 160 (M- 88, 30%), 97 (M*- 151, 30%).
Espectro 3, RMN H & (ppm): 2.31 (s, 3H, -COCHs3), 8.34 (s, 1H, H-6), 9.10 (s, 1H,
H-3), 10.32 (sa, 1H, int. con D,O, NH).

CH

cl N\n/CH3
Ij: ) 4,5-Dicloro-N-metil-2-nitroacetanilida 8

cl NO,

Espectro 4, IR cm™:3092 (C-H, aromatico), 2928 (C-H, alifatico), 1656 (-CO),
1527 y 1390 (-NO,), 896, 866

Espectro 5, EM (FAB) m/z: 263 (M**, 70%), 265 (M**, 70%), 221(M*-42, 30%),
154 (M*- 109, 100%), 136 (M*- 127, 75%), 89 (M*- 174, 20%).

Espectro 6, RMN *H & (ppm): 1.81 (s, 3H, -COCHs3), 2.18 (s, 3H, -COCHs), 3.14 (s,
3H, -NCHs), 3.53 (s, 3H, -NCHg), 7.81 (s, 1H, H-6), 8.04 (s, 1H, H-3), 8.18 (s, 1H, H-
6), 8.38 (s, 1H, H-3).

cl NHCH3
j@[ 4,5-Dicloro-N-metil-2-nitroanilina 9
cl NO,

Espectro 7, IR cm™: 3389 (-NH), 3075 (C-H, aromatico), 2909 (C-H, alifético),
1510y 1336 (-NOy), 1252, 1217, 939.

Espectro 8, EM (ID) m/z: 220 (M*, 80%), 222 (M*? 50%), 224 (M**, 8%), 147
(M*- 73, 55%), 139 (M*- 81, 100%).

Espectro 9, RMN *H & (ppm): 3.11 (d, J= 4.8Hz, simplifica con D,0, 3H, -CHs), 7.24
(s, 1H, H-6), 8.18 (sa, int. con D,O, NH), 8.24 (s, 1H, H-3).

Cl NH,
ji;[ 4,5-Dicloro-2-nitroanilina 4
cl NO,

Espectro 10, IR cm™: 3481 (-NH), 3172 (C-H, aromatico), 1551 y 1367 (-NO,).
Espectro 11, EM (ID) m/z: 206 (M*, 1000%), 208 (M*?, 64%), 160 (M*- 46,
81%), 133 (M*- 73, 87%).

Espectro 12, RMN *H & (ppm): 6.10 (sa, int. Con D-O, NH,), 6.98 (s, 1H, H-6),
8.24 (s, 1H, H-3)

O o NH; o . .
O ]@ 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina 5
cl NO,

Espectro 13, IR cm™: 3461 y 1635 (-NH), 3048 (C-H, aromético), 1561 y 1388 (-
NO,), 1229 (-Ar-O-R), 772.

Espectro 14, EM (ID) m/z: 314 (M*, 83%), 316 (M*?, 50%), 279 (M*- 35, 82%),
233 (M'- 81, 100%).
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Espectro 15, RMN *H & (ppm): 6.23 (s, 1H, H-6), 7.24 (s, 1H, H-6), 8.18 (sa, int.
con D;0, -NH), 8.24 (s, 1H, H-3).

H

O 0 N

j@I /%NHCOZCHg [5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]Jcarbamato de metilo 7
cl N

Alfa-carbamato

Espectro 16, IR (cm™): 3342 (N-H), 3125-3050 (C-H, insaturado), 1719 (HN-CO-

0), 1267 (HN-CO-), 1210 (-O-CHjy).

Espectro 17, EM (ID) m/z: 367 (M", 100%), M*? (45%) 335 (M*-32, 30%), 332
(M*-35, 43%), 300 (M+-67, 83%), 272 (M*-95, 25%).

Espectro 18, RMN *H & (ppm): 3.75 (3H, s, -O-CHs), 6.63 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-2"),
7.22 (1H, s, H-7), 7.37 (1H, t, J = 16 Hz, H-3"), 7.56-7.64 (3H, m, H-4", H-6", H-7"),
7.94-7.97 (1H- m, H-5"), 8.24-8.27 (1H, m, H-8"), 11.78 (2H, s, Intercambia com D0,
2NH).

O o) NHCH,
O @: 4-Cloro-N-metil-5-(1-naftiloxi))-2-nitroanilina 10
cl NO,

Espectro 19, IR (cm™): 3364 (-NH), 3054 (C-H, aromatico), 2921 (-CHs), 1504, 1389
(Ar-NHCHpg), 1504 y 1344 (Ar-NO3), 1153, 1040.

Espectro 20, EM (I1D) m/z: 328 (M*, 47%), 330 (M*?,17%), 294 (M*-34,25%), 259
(M*-69, 100%), 247 (M*-81).

Espectro 21, RMN *H & (ppm): 3.17 (3H, s, -CHs), 6.75 (1H, H-3), 7.72 (1H, d, J
=7.6,H-2"), 7.99-8.09 (3H, m, H-4", H-5’, H-6°), 8.32 (1H, d, J = 8.4, H-8"), 8.47
(2H, t, J =7.6, H-3", H-7"), 8.66 (1H, s, Intercambia con D,0, -NH), 8.76 (1H, s,
H-6)

CH;
o N
O ]CLN%NHCOzCHs [5-Cloro-1-metil-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-ilJcarbamato de metilo 12
cl
HSK

Espectro 22, IR (cm™): 3322 (-NH-CO-R), 3098-3023 (-CH, aromatico), 2929 (-CH,
alifatico), 1678 (-C=0), 1237 (-O-CHy).

Espectro 23, EM (ID) m/z: 381 (M", 10%), 349 (M*-32, 100%), 314 (M*-67, 95%),
157 (M*-224, 17%)

Espectro 24, RMN *H & (ppm): 3.47 (3H, s, -OCHs), 3.80 (3H, s, -NCH3), 6.71 (1H,
dd, H-), 6.87 (1H, s, H-7),
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Resultados de la parte Quimica

Para la sintesis de los carbamatos de metilo, compuestos Alfa-Carbamato y HSK, fue
necesario partir de las o-fenilendiaminas adecuadamente sustituidas (6 y 11), las cuales se
prepararon segun en el Esquema 1. A continuacion se presenta una breve discusion de
los resultados obtenidos, tanto en la preparacion de los intermediarios, asi como en la

obtencion de los compuestos finales.

6.1.1. Intermediarios de reaccion

El compuesto 2 se obtuvo por acetilacion de la 3,4-dicloroanilina comercial (1) con
anhidrido acético en exceso, sin disolvente alguno. La reaccion exotérmica se enfrié con
un bafio de agua mientras se incorporaba 1 y agitaba con una varilla de teflon. La
reaccion fue instantanea con rendimiento del 100%. El compuesto crudo, seco y
pulverizado se disolvid en H,SO4 en frio y después se le goted el HNO;3; concentrado.La
reaccion se pudo controlar a bajas temperaturas sin dificultad y al final de la adicion del
HNO; se dejo llegar a la temperatura ambiente. De esta forma se consumio toda la
materia prima 2 y se obtuvo el compuesto 3 en mayor proporcion. Este compuesto se

pudo purificar por maceracion en poco metanol en frio y luego filtracion con succion.

Una muestra analitica se obtuvo por recristalizacion de metanol-agua. EI compuesto 3
presentd bandas caracteristicas en el espectro de IR del grupo carbonilo a 1678 cm™. El
espectro de masas realizado por la técnica de FAB mostrd el ion molecular con m/z de
248 que concuerda con la masa molecular esperada para el compuesto. Ademas, se
observo que el pico base del espectro correspondid a la 2-nitroanilina sustituida, (m/z =
206), que fue generada por la pérdida del ion acilo menos un proton (m/z = 42). Una vez
confirmada la estructura del compuesto 3, éste se sometié a hidrolisis en H,SO,4 en

caliente. El producto se pudo purificar por recristalizacion de etanol.
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La estructura de 4 se confirmé por su punto de fusién semejante al reportado®® y los
datos de sus espectros. En el IR las sefiales caracteristicas esperadas para la molécula
fueron: en 3481 se observd la sefial correspondiente al —~NH,, en 1551 y 1367 cm™ las
sefiales correspondientes al grupo nitro. El espectro de masas por introduccion directa
mostré el pico de la masa molecular esperada con una relacién m/z de 206, el cual
también correspondi6 al pico base. Algunos picos importantes como el M+2 generado
por la contribucidn isotopica de los cloros, la pérdida del grupo nitro gener6 el fragmento
M*-46 y la pérdida de 73 unidades de masa, el cual gener6 el pico con una relacion m/z
de 133. El espectro de RMN *H confirmé la estructura de 4, obteniéndose tres singuletes
correspondientes a los dos hidrogenos aromaticos y a los dos hirdorgenos del grupo
amino.

La sintesis de los compuestos 5 y 10 consistié en la sustitucion nucleofilica de 4 y 9,
respectivamente, con a-naftol. Los dos compuestos sintetizados se obtuvieron con buenos
rendimientos (Tabla 5). Esto se debié en gran medida a las condiciones de reaccion
utilizadas. Para la sustitucion nucleofilica en un inicio se utiliz6 un reactor cerrado de
acero inoxidable y calentamiento entre 100-130 °C, los equivalentes de a-naftol y K,COs3
se variaron de 1.05-1.5 eq con respecto a la materia prima y una cantidad de H,O tal que
no excediera el 10 % del volumen total. Se determin6 que las mejores condiciones de
reaccion fueron 1.5 eq de a-naftol y K,CO3 y una temperatura de 115 °C, ya que
aumentando la temperatura los subproductos también aumentaban y a menor cantidad de
equivalentes de dichos reactivos la reaccién no procedia. Con respecto al disolvente que
se utilizo, se comprob6 que en DMF se llevaba a cabo mejor la reaccién ya que con
MeOH y con monoglima los subproductos aumentaban. Aunque los rendimientos crudos
de la reaccion con las condiciones finales, 1.5 eq de a-naftol y K,CO3; en DMF y un
volumen de H,O menor al 10%, eran del 60%, ain habia subproductos, aunque en menor
cantidad, y la reaccion duraba un dia. Para el tratamiento de la mezcla de reaccion se
inicié como anteriormente se habia reportado,” esto es, verterlo en agua; sin embargo, se
formaba un producto resinoso dificil de trabajar y al final solo se obtenia un Unico

producto (el de interés) con un rendimiento del 50%.
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Para poder obtener el compuesto 5 con mayor rendimiento y pureza, la mezcla de
reaccion se empez6 a verter en diferentes proporciones de H,O:MeOH. Se encontr6 que
una proporcion 1:1 y agitacion vigorosa liberaba al compuesto 5 en forma de un
precipitado facil de manejar y filtrar. Otra manera de preparar los compuestos 5 y 10
consitio en preparar primero la sal del naftol, como se describe en la parte sintética, y
después realizar la sustitucion nucleofilica en DMF. Este procedimiento dio alto

rendimiento, comparado con cualquier otra ruta sintética.

Los datos espectroscopicos de 5y 10 permitieron determinar su estructura, encontrandose
en IR las sefiales del grupo amino de éstos a 3364 y 3461 cm™ respectivamente, asi como
la sefial del grupo nitro a 1561 y 1504 respectivamente. Los espectros de masas por
introduccion directa (IE) mostraron el ion molecular de cada uno de ellos, el cual
corresponde a la masa molecular para los productos esperados siendo de 314 parael 5y
de 328 para el 10. El pico base de cada espectro correspondi6 a la pérdida de cloro y del
grupo nitro para el compuesto 5y de cloro y del grupo metilamino para el compuesto 10.
Elespectro de RMN *H mostré un singuelte a 8.18 ppm que corresponde a la amina, asi
como los protones aromaticos en campos bajos para el compuesto 5 y el singulete a 3.17
ppm que corresponde al metilo y un singulete a campos bajos 8.66 que intercambia con
D,0, que se asigno a la amina para el compuesto 10.

El compuesto 10 también se sintetizé por una ruta alterna, la cual partié del compuesto 5
que primeramente se sometid a una reaccion de N-acetilacion seguido de N-alquilacion y
finalmente la hidrdlisis del grupo acetamido llevé al compuesto 10 Esquema 5. El
rendimiento global de esta secuencia fue inferior al obtenido por la primera ruta de
sintesis, ya que el compuesto 10 presenta problemas de solubilidad al ser muy
hidrofébico. La espectroscopia del producto obtenido por esta ruta se comparé con la del
obtenido por la primera ruta y coincidio en todos los casos, ademas el pf y el Rf fueron

los mismos.
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O o NH, NHCOCH,
cl NO, H,SO,, Monogllma cl
5

(CH3)ZSO4
Monoglima
NaOH, H,0

CH,
0 NHCH, o W cH
SPOUUNNE o' g g
-
o)
Cl NO, Cl NO

10

Esquema 5. Ruta alterna para la preparacion del compuesto 10.

Para la obtencién de los compuestos 6 y 11 se empled la hidrogenacién catalitica con Ni
Raney como catalizador, ya que este método no elimina al cloro. Debido a la facil
oxidacion o descomposicion de los productos obtenidos, éstos se emplearon

inmediatamente en la reaccidn siguiente de ciclocondensacion.

Con respecto al compuesto 8 (Esquema 1), el espectro de masas por FAB mostré una
relacion m/z de 263. Nuevamente, al perderse 42 unidades de masa del grupo acilo dio el
pico principal, tal y como sucedi6 con su antecesor no metilado. Los datos
proporcionados por RMN *H mostraron la unién del metilo al nitrégeno en la sefial 3.14,
lo que confirm6 la N-metilacién de la materia prima correspondiente. En este caso
también se observo claramente el fendmeno de atropoisomerismo.

El espectro de IR para el compuesto 9 mostrd la sefial caracteristica de la amina
secundaria a 3389. Ademas, en este compuesto se observé las bandas caracteristicas del

grupo nitro entre 1510 y 1336.
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El espectro de masas realizado por introduccion directa del compuesto 9 mostré el ion
molecular con m/z de 220, que concuerda con la masa molecular esperada; el pico base
correspondio a la pérdida de 81 unidades de masa del grupo nitro y cloro. Asi mismo, la
espectroscopia de RMN *H mostré el H de amina secundaria a campos bajos dando la

sefial a 8.24 que intercambid con D,0.

6.1.2. Compuestos Finales

La sintesis de los compuestos finales Alfa-Carbamato y HSK consistié en la
ciclocondensacién de la o-fenilendiamina correspondiente con el intermediario 1,3-
dimetoxicarbonil-S-metilisotiourea (14). La sintesis de este intermediario fue clave, ya
que requirié de mucho cuidado en mantener el pH de la reaccion entre 7-8; de otra
manera, por debajo de este pH la reaccion no procede y por arriba el producto se
descompone. Los compuestos Alfa-Carbamato y HSK se obtuvieron con buenos
rendimientos, esto se debié en gran medida a que se trabajé inmediatamente la o-
feniléndiamina correspondiente despues de la reaccion de reduccion, asi como a de la

preparacion previa del reactivo 14.

Para los compuestos Alfa-Carbamato y HSK el espectro de IR mostrd las sefiales
caracteristicas del —NH del carbamato a 3342 y 3322 respectivamente. También fue

importante la sefial del C=0 que se observé entre 1719 y 1678.

Asi mismo, la espectrometria de masas mostr6 los iones de m/z de 367 y 381
respectivamente, concordantes con la masa molecular esperada para cada compuesto. Los
datos proporcionados por RMN 'H mostraron los cambios estructurales, donde se
observd la sefial del metilo del éster carbd&mico como un singulete a 3.75 'y 3.47, para los
compuestos finales Alfa-Carbamato y HSK respectivamente, y también mostré el
singulete a 3.80, correspondiente al metilo en posicion 1 del bencimidazol del compuesto
HSK; ademas de la sefial a campos bajos caracteristica del N-H, la cual desaparecid

cuando se hizo el intercambio con D,0 para ambos productos.
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6.2. RESULTADOS DE LA PARTE BIOLOGICA

6.2.1. Efecto de los compuestos Alfa-Carbamato y HSK sobre: E. histolytica, G.

intestinalis y T. vaginalis

El resultado de la evaluacion de la actividad antiprotozoaria in vitro de los dos
compuestos sintetizados en este trabajo y de los controles positivos contra E. histolytica,
G intestinales y T. vaginalis se muestran en la Tabla 10. En ésta podemos apreciar que
fueron activos contra los paréasitos de estudio con Clsy menores a 0.3 uM. La efectividad
de 7 y 12 contra E. histolytica, fue superior a la que muestra el albendazol y el

metronidazol en los dos casos.

Tabla 10: Evaluacion antiprotozoria de los carbamatos de este proyecto

R, N
JCE \>—NHCOOCH3
R N\

2
R3

COMPUESTO E. G. T. -Ry -R, -R3
histolytica | intestinalis | vaginalis
ClsouM | Clso uM | Clsg pM

Alfa- 0.2474 0.2311 0.2500 Cl 1-naftiloxi H
Carbamato
HSK 0.1205 0.19905 0.2016 | 1-naftiloxi Cl CHs

Albendazol 56.600 0.03700 1.592

Metronidazol | 0.3500 1.2280 0.2160

Los compuestos Alfa-Carbamato y HSK fueron 1.415 y 2.9 veces mas activos
respectivamente que el metronidazol (Gréfica 2), y muy superiores al albendazol, siendo

228.8 y 469.7 veces respectivamente.
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POTENCIA DE LOS COMPUESTOS ALFA-
CARBAMATO Y HSK SOBRE E. HISTOLYTICA

pCI50

OFRLNWRA IO N

Alfa- HSK ABZ MTZ
carbamato

COMPUESTOS

Graéfica 2: Potencia de los compuestos contra Entamoeba histolytica.

En el en el caso de G. intestinales, los dos compuestos presentaron mayor actividad que
el metronidazol, entre 5.31 y 6.17 veces mas activos, pero ninguno super6 al albendazol
(Grafica 3). Con respecto a T. vaginalis los dos compuestos resultaron con una actividad
importante, mejor que la presentada por el albendazol y muy cercana a la del
metronidazol. EI compuesto HSK fue 7.9 veces mas activo que el albendazol lo que lo
hace el méas activo de los dos compuestos sintetizados contra este parasito. (Grafica 4).
El compuesto 12 fue el mas activo contra los tres parasitos evaluados en este trabajo, por
lo que podemos concluir que no es importante el proton para la actividad antiparasitaria
ya que al sustituirlo por el grupo —CHj3 se incrementa la actividad en la molécula. El

compuesto 12 puede ser mas activo que su predecesor ya que puede tener actividad per se.
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Potencia de los compuestos Alfa-carbamato y
HSK sobre G. intestinalis

8-

6
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Graéfica 3: Potencia de los compuestos contra Giardia intestinalis.

Potencia de los compuestos Alfa-carbamato y
HSK sobre T. vaginalis

pCI50
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Gréfica 4: Potencia de los compuestos contra Trichomonas vaginalis.

6.2.2. Resultados de la actividad de los compuestos Alfa-carbamato y HSK sobre T.

spiralis in vivo e in vitro
Los resultados de la actividad contra la fase enteral del helminto T. spiralis de los

compuestos de este proyecto, asi como del albendazol a una dosis equimolar de 75

mg/kg/peso se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Actividad del albendazol y de los compuestos Alfa-carbamato y HSK a una

dosis equimolar de 75 mg/kg/peso contra el adulto de Trichinella spiralis

No. de adultos/ratdn %Reduccion de la carga
parasitaria
Control (-) 151 0
ABZ 115 24
Alfa-Carbamato 139 8
HSK 40 73

Podemos observar que el compuesto HSK tiene mayor actividad contra la fase intestinal
de T. spiralis con un 73% de reduccion de la carga parasitaria. EI compuesto Alfa-
Carbamato no present0 actividad contra el parasito. Estos resultados pueden deberse a la
mayor solubilidad presentada por el compuesto HSK que a diferencia del Alfa-

carbamato tiene un sustituyente metilo en posicion 1.

Con lo que respecta a la actividad de los compuestos sobre la larva muscular de T.
spiralis, los resultados se muestran en la Tabla 12. Los compuestos presentaron baja
actividad contra la fase sistemica del helminto T. spiralis, 20.7% de reduccion de la carga
parasitaria. Resulta interesante la actividad presentada por este compuesto, ya que es muy
cercana a la actividad de su profarmaco, sugiriendo que el compuesto HSK es

biotransformado para general el compuesto Alfa-Carbamato.

Tabla 12. Actividad in vivo sobre la larva muscular de T. spiralis

Numero de Larvas %Reduccidn
Control (-) 290000 | -
ABZ 85000 70%
Alfa-Carbamato 230000 20.7 %
HSK 243000 16.2 %
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El resultado de la evaluacion de la actividad antihelmintica in vitro, sobre la larva
muscular de T. spiralis, de los dos compuestos de este proyecto se muestra en la Tabla
13. En donde apreciamos que el compuesto HSK fu el Unico que present6 una actividad
ligeramente similar al del ABZ. Cabe mencionar que estos estudios in vitro se realizaron

por cuadruplicado cada uno.

Tabla 13: Reduccidn de la actividad metabolica de la LM de T. spiralis in vitro Alfa-
Carbamato y HSK

Concentracién % Reduccién del Alfa- % Reduccién del % Reduccién del
(ng/mL) Carbamato HSK ABZ
1 19.12 68.73 74.15
0.5 0.00 62.56 68.62
0.1 0.00 11.46 63.31
0.05 5.89 10.58 52.14
0.01 1.11 0.23 3.72

Estos resultados pueden deberse a la actividad intrinseca del HSK, sin embargo, es
posible que el compuesto HSK genere al compuesto Alfa-carbamato en el parasito
atravez del sistema enzimatico P450, ya que se ha reportado este sistema enzimatico en

helmintos como en el nematodo Haemonchus contortus® y en C. elegans.”

Sin embargo, un experimento contundente de la posible presencia del citocromo P-450 en
helmintos fueron los experimentos realizados por Dominique Kerboeuf y colaboradores
quienes determinaron la posible existencia del citocromo P-450 en el helminto
Heligmosomoides polygyrus mediante una reaccion de N-desalquilacion oxidativa de la
aminopirine in vivo.** Esta reaccion es similar a la que se requiere para que el HSK
genere al compuesto Alfa-Carbamato, por lo que es posible que en T. spiralis se este
llevando a cabo y la este realizando el parésito y por tal motivo se obtengan estos

resultados.
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6.3. Resultados de la parte analitica

6.3.1. Resultados de los estudios de biotransformacion

En el siguiente apartado se muestran los resultados de la parte analitica, la interpretacion
de cada espectro, asi como los estudios de biotransformacion. Se probaron varias
proporciones de fase movil para determinar cual era la proporcion adecuada para obtener
una mejor resolucién en el HPLC de los compuestos, los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 14.

Tabla 14: Proporcion de fase maévil utilizada y tiempo de retencion de los compuestos
Alfa-Carbamato y HSK

Proporcion de fase movil
(CH3CN:H20)

Tiempo de retencion del

compuesto Alfa-Carbamato (min)

Tiempo de retencion del
compuesto HSK (min)

95:5 nd 1.220
90:10 nd 1.631
85:15 nd 2.377
60:40 3.57 6.00

nd= no determinado

Con los resultados mostrados en la tabla anterior, podemos determinar que la mejor

proporcion de fase movil para el analisis es de 60:40 CH3CN:H,O Las condiciones

cromatograficas para el estudio de las muestras fueron las siguientes:

> Columna; C18

» Fase movil: CH3;CN:H20 (60:40)

» Flujo: 0.6 mL/min, isocrético.

» Tiempo de corrida: 15 min.
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El andlisis del compuesto Alfa-Carbamato se realizé por duplicado ya que el compuesto
estaba impuro, aunque en ccf presentaba una sola mancha, al analizarlo en el HPLC
mostraba una impureza. El tratamiento que se realiz6 para tratar de eliminar la impureza
fue lavar repetidas veces con metanol en caliente y filtrar. A continuacion se muestran los
cromatogramas del compuesto Alfa-Carbamato impuro, del que se lavd y del compuesto
HSK. Figuras 14-17.

Figura 14: Espectro del compuesto Alfa-Carbamato sucio
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Figura 15: Espectro del compuesto Alfa-Carbamato

Figura 16: Espectro de absorcion del compuesto Alfa-Carbamato
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Figura 17: Espectro del compuesto HSK

Una vez que se obtuvo el tiempo de retencién de los compuestos de interés, asi como las
condiciones adecuadas, se realizaron los estudios de biotransformacion como se
menciona en el Diagrama de flujo 1 (pag 86). Los espectros que se muestran a
continuacion son el blanco y algunas de las muestras obtenidas, ya que se realizé el
experimento por duplicado a tres y siete dias. De cada muestra se analizaron los

resultados de las siguientes fracciones obtenidas mediante una extraccion liquido-liquido.

a) Tejido (fraccion nuclear, 800g, 10 min)
b) Fraccion Mitocondrial (20000g, 15 min)
c) Fraccion microsomal (50000rpm, 60 min)

d) Ultimo sobrenadante que constituye la fraccion citosélica

Solo se muestra un ejemplo en general el ejemplo que nos dio indicios de la
biotransformacion del compuesto HSK al compuesto Alfa-carbamato. El resto de las
muestras obtenidas en promedio son iguales a los 7 dias y tambien s e muestra un
ejemplo. Con respecto al analisis en el tiempo de tres horas no se observo ningln cambio

con respecto al blanco. Figuras 18 y 19.
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Figura 18: Analisis del blanco de la fraccion citosélica
alos 7 dias

Figura 19: Andlisis de la fraccion citosélica

de la muestra 1 a 7 dias
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Como podemos apreciar en las Figuras 18 y 19 no se observa nada en la regién del
tiempo de retencién del compuesto (Alfa-Carbamato), y por el contrario se observa
mucho ruido, producido posiblemente por la extraccion de proteinas. Sin embargo,

sucedio lo contrario con muestra 2, la cual se muestra en el Figura 20.
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1.80
1.60
1.40

1.201

AU

1.00]

0.801

0.60|

0.4(}f

0.20

o.ocrf

000 200 400 600 800 1000 1200 14.00
Minutes

Figura 20. Analisis de la fraccion citosolica

de la muestra 2 a los 7 dias
Como se observa claramente en la Figura 20 se obtiene un pico en el tiempo de retencion

del compuesto esperado (Alfa-Carbamato) y como se muestra en el Figura 21, con los

mismos patrones de absorcidn que el compuesto de interés.
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Figura 21: Espectro de absorcion de la fraccion citosoloica

de la muestra 2 analizada los 7 dias.

Con los resultados obtenidos anteriormente no podemos determinar si efectivamente el
compuesto HSK esta sufriendo una reaccion oxidativa para generar al compuesto Alfa-
Carbamto, ya que solo son dos ensayos de biotransformacion y la variabilidad bioldgica
puede estar modificando los resultados aunque las posibilidades fueron 50:50. Lo que si
se logro observar fue que el analisis de los espectros indicaba que la extraccién liquido-
liquido no era la metodologia correcta para la extraccion de la muestra ya que se
arrastraban también otros componentes celulares. Por estos motivos se cambid la
metodologia planteada y se incrementd el nimero de animales, cuatro en total y un
blanco, y se realizd una extraccion en fase solida. Los cambios principales consistieron
en que una vez tenida la muestra se utilizd un cartucho de EFS y se realiz0 la

metodologia descrita previamente descrita en los antecedentes.

Los resultados obtenidos por esta metodologia se muestran en los Figuras 22-24, en
donde se aprecia la alta variabilidad obtenida con los resultados anteriores. Cabe
mencionar que en esta segunda parte solo se analizaron las muestras de la fraccion

citosdlica y se muestran dos de ellas.
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Figura 22: Espectro de absorcion del blanco de la fraccion citosélica.

Figura 23: Espectro de absorcion de la muestra 1.
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Figura 24: Espectro de absorcion de la muestra 2.

Con esta segunda metodologia se logr6 eliminar completamente el arrastre de otras
proteinas; sin embargo, aun se presentaban impurezas en la zona de tiempo de retencion
de interés. Estos resultados no fueron tampoco concluyentes por lo que a la muestra 1 se
le adiciond el compuesto Alfa-Carbamato impuro para que la impureza sirviera como
marcador con el fin de determinar la presencia del compuesto de interés. Figura 25.
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Figura 25: Muestra 1 adicionada con el compuesto

Alfa-Carbamato.

Los resultados obtenidos muestran la presencia de la impureza y por lo tanto también la
existencia del compuesto Alfa-Carbamato ya que, aunque no se observa su presencia, se
determind de una forma indirecta. Por otro lado, también se logra apreciar una mayor
intensidad de la sefial, ya que la absorcion con y sin el compuesto Alfa-Carbamato es

completamente diferente.
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7. CONCLUSIONES

Se logro sintetizar e identificar dos compuestos nuevos Alfa-carbamato y HSK (7 y 12)
que se evaluaron in vivo e in vitro sobre diferentes modelos. En la sintesis de algunos
intermediaros se logré optimizar la reaccion y elevar el rendimiento respecto a las
referencias reportadas en la literatura. Lo mas relevante de la sintesis fue lograr la
ciclocondensacién para obtener 7 y 12 empleando el dimetoxicarbonil-S-metilisoteurea
14 en un medio orgéanico y fase homogénea.

En base a los resultados de la evaluacion biolégica sobre los tres protozoarios el
compuesto HSK fue el mas activo, lo que nos indica que no se requiere del hidrdégeno en
posicion 1 para la actividad antiprotozoaria.

Con lo que respecta a los ensayos de actividad in vitro sobre T. spiralis, el compuesto
HSK fue el mas activo. Los dos compuestos presentan actividades muy cercanas contra
la fase muscular de T. siparis, indicando posiblemente la N-desalquilacién oxidativa
sufrida en el compuesto HSK. y en relacién a los estudios en la fase adulta del parasito,

el compuesto HSK fue mas activo.

En relacion a los estudios de biotransformacion, el procedimiento planteado y la
metodologia usada fueron satisfactorias para determinar el cambio estructural y se
observo mejor la biotransformacion de HSK a Alfa-carbamato a los 7 dias respecto a las

3 horas.
En base a los pruebas bioldgicas y a los estudios de biotransformacion se acepta la

hipdtesis planteada en este trabajo, ya que efectivamente el compuesto HSK sufre una

reaccion de N-desmitilacion oxidativa para generar al compuesto Alfa-carbamato.
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1. Parte quimica

8.1.1. Instrumentacion

> La concentracion de las soluciones se llevd a cabo en un rotaevaporador marca
Bdchi modelo R-114 CR con bafio B-480 acoplado a una bomba de vacio marca
Vacuubrand modelo PC 610 con regulador de vacio integrado CVC2.

> Las hidrogenaciones cataliticas se llevaron a cabo en un hidrogenador marca Parr
modelo 3916EG con 60 Ib/in’ y 80°C como capacidad maxima, adaptado a un
tanque de hidrégeno INFRA y como catalizadores Ni-Raney y Pd/C al 5% marca
Aldrichy Pd/C.

> La determinacion de los puntos de fusion (pf) se realizdé en un aparato Bdchi
modelo B-540, utilizando capilares de vidrio y no estan corregidos.

> Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotometro de transformada de
Fourier, marca Perkin EImer modelo 1605, en pastilla de bromuro de potasio. Las
sefiales se reportan en cm™.

» Los espectros de masas por impacto electrénico (IE) se determinaron por
introduccién directa de la muestra (ID) o por la técnica de bombardeo rapido de
atomos (FAB), en un aparato marca Jeol modelo JMS-SX102A. La simbologia
utilizada es: M* = i6n molecular, m/z = relacion masa/carga 'y pb = pico base.

> Los espectros de resonancia magnética nuclear de proton (RMN ‘H) se
determinaron en un equipo Varian modelo Unity Inova de 300 MHz, utilizando
como disolventes dimetilsulfoxido (DMSO.4s). Como referencia interna se utilizo
tetrametilsilano (TMS). Los desplazamientos quimicos () se reportan en partes
por millon (ppm). La simbologia empleada es la siguiente: s = singulete, sa =

sefial amplia, d = doblete, dd = doble de dobles, m = multiplete.
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> El avance de las reacciones y la pureza de los compuestos se analizd por
cromatografia en capa fina (ccf), utilizando placas de vidrio cubiertas con gel de
silice 60, GF-254 (Merck). Los compuestos organicos se visualizaron con luz
ultravioleta (UV) yl/o por exposicion a los vapores de yodo. Los sistemas

eluyentes utilizados fueron los siguientes:

Sistema Composicién Proporcion
la Hexano-Cloroformo-AcOEt 50:35:15
112 Cloroformo-Metanol 90:10
1k Hexano-AcOEt 85:15
v Cloroformo-Metanol 99:1

#Mas una gota de NH,OH

A continuacion se describe el trabajo realizado

8.1.2. SINTESIS DE ALFA-CARBAMATO

8.1.3. 3,4-Dicloroacetanilida (1)

CID/NHZ AGO CI©/NHCOCH3
_—
cl

Cl
1 2
PM 162.02 PM 204.05

En un vaso de precipitados de 500 mL, adaptado con termOmetro, agitacion magnética y
bafio de agua, se colocaron 110.36 g (102 mL, 1.08 mol) de anhidrido acético y se les
adicionaron 100 g (0.6172 mol) de 3,4-dicloroanilina (1) pulverizada y seca. La adicién
se hizo lentamente, procurando que la temperatura no rebasara los 60 °C. Luego, la
mezcla de reaccion se agitd por 30 min mas y se vertié sobre 300 mL de agua, con

agitacion, donde precipit6 un sélido blanco, el cual se separ6 por filtracion con vacio, se
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lavd repetidas veces con agua hasta pH neutro y se dejo secar al aire. Se obtuvieron
125.94 g (100%) de un polvo blanco, una sola mancha por ccf con Rf 0.31. Una muestra
analitica se recristalizo de EtOH y tuvo un pf de 122-123 °C [Lit.™ % 120.5 °C],
coincidente con la 3,4-dicloroacetanilida (2). Este producto crudo se empleé como tal

para le siguiente reaccion.

8.1.4. 4,5-Dicloro-2-nitroacetanilida (3)

cl NHCOCH, Cl NHCOCH,
HNO,
—_— >
Cl Cl NO,

2 3
PM 204.05 PM 249.05

En un vaso de precipitados de 500 mL, provisto de agitacion magnética y termoémetro, se
colocaron 250 mL de H,SO, y se enfriaron a 5 °C, luego, se adicionaron 50 g (0.2450
mol) de 3,4-dicloroacetanilida pulverizada y seca. La adicidn se hizo lentamente, de tal
forma que la temperatura no rebasara los 10 °C. Terminada la adicion (1h), la solucién se
llevd a 4 °C con ayuda un bafio de hielo-sal y se adicionaron, gota a gota, 25 mL de
HNO; conc., cuidando que la temperatura se mantuviera entre 0-5°C (2.5 h). Terminada
la adicion se dejo reaccionar por 15 minutos méas, se comprob6 por ccf el completo
consumo de la materia prima y la mezcla se vertio sobre 1 Kg de hielo-agua. El solido
formado se separ6 por filtracion, se lavo con agua repetidas veces hasta pH neutro y dejo
secar al aire. El sélido amarillo residual, 59.98 g (98.3%) mostr6 por ccf un compuesto
principal con Rf 0.65 (Sistema I). Una muestra se recristaliz6 de metanol-agua y dio
cristales amarillo-palido con pf 123-124°C [Lit.%" %" 123-124 °C], coincidente con la 4,5-

dicloroacetanilida (3).
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8.1.5. 4,5-Dicloro-2-nitroanilina (4)

Cl NHCOCH, sto4 Cl NH,
C.jij[mz 80 °C, 30 min C.jij[mz
3 4
PM 249.05 PM 207.01

En un matraz bola de 250 mL con dos bocas 24/40, adaptado con agitacion magnética,
termOometro y bafio de agua, se colocaron 40.5 g (0.1760 mol) de 4,5-dicloro-2-
nitroacetanilida (3), y 165 mL de H,SO,4 conc. La mezcla se calent6 a 80 °C durante 30
min; después, se vertio sobre 400 mL de agua-hielo y precipito un s6lido amarillo-naranja,
el cual se separ6 por filtracion al vacio, se lavo repetidas veces con agua hasta pH nuetro
y se dejo secar al aire. Se obtuvieron 32.7 g (98%) de un so6lido anaranjado. Una muestra
analitica se recristalizd de etanol y dio agujas color anaranjado con un Ry de 0.61
(Sistema 1) y un pf de 176-177 °C, coincidente con la 4,5-dicloro-2-nitroacetanilida
(4).Ref. 43

8.1.6. 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (5)

OH K®o® o N, ‘
KOH PM56.11 CI: ::No2 PM 207.01 o NH,
> »
MeOH DMF. A
Cl NO,
PM 144.17 5 PM 314.72

En un matraz bola de 250 mL con una boca 24/40, equipado con agitacion magnética y
atmosfera de nitrogeno, se disolvieron 13.93 g (0.0966 mol) de 1-naftol en una disolucion
reciéntemente formada de 5.42g (0.0966 mol) de KOH en 100 mL de metanol;
posteriormente, se llevd a sequedad en el rotaevaporador a presion reducida. Al solido

oscuro residual se le adicionaron 20 g (0.0966 mol) de 4,5-dicloro-2-nitroanilina (4) y
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150 mL de DMF. La mezcla bien agitada se calentd a 100 °C durante 2.5 h en las que se
consumi6 completamente la materia prima (ccf). Se dej6 enfriar a 50 °C y se filtr6 con
succidn, el residuo se lavo con poca DMF. Los filtrados reunidos se concentraron en el

rotaevaporador hasta 100 mL a 1 mmHg y 40 °C.

El residuo oleoso oscuro se vertid sobre 400 g de hielo, formandose un sélido resinoso,
luego, la mezcla se calent6 a ebullicién, solidificando un producto al enfriarse, el cual se
separ0 por filtracion al vacio, se lavo repetidas veces con agua fria y se dejo secar al aire.
Se obtuvieron 28.88 g (95%) de producto crudo, como un sélido oscuro. Una muestra
analitica se recristaliz6 de etanol-tolueno (60-40) dando un sélido amarillo ocre, una sola
mancha en ccf con Rf de 0.75 (Sistema I11) y un punto de fusién de 136-138 °C.*

8.1.7. 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-1,2-fenilendiamina (6)

L.

& O
Cc

NH, NH,
I e L I
| NO, Ni Raney cl NH,

6
PM 314.72 PM 284 .74

En una botella de hidrogenacién de 500 mL se mezclaron cuidadosamente, bajo
atmosfera de Ny, 27.15 g (0.0865 mol) de 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina, 8.2 g de
Ni-Raney al 5 % y 200 mL de acetato de etilo. Posteriormente, la botella se adapté al
aparato de hidrogenacion, se purgé el sistema mediante 3 lavados de 30 Ib/in? de Hy;
después, se cargd el reactor con 40 Ib/in? de H, y se inicié la agitacién. La reaccion
termind en 4 h, consumiéndose un total de 337 Ib/in? de H,. Al terminar la reaccién, el
catalizador se separd por filtracién al vacio empleando una capa de celita humedecida en

etanol.
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El filtrado se concentrd en el rotavapor obteniéndose 22.10 g (89.73 %) de un aceite café
oscuro. La ccf mostré una sola mancha con Rf de 0.60 (Sistema Il). Este producto crudo

se empled como tal para la siguiente reaccion.

8.1.8. [5-Cloro-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-iljcarbamato de metilo (7). Alfa-

carbamato

H
o) NH, o N/
O t@: 4+ HsCO,CHN. __NCOCHy O tC[ )—NHCO,CH,
cl NH, cl N

6 SCH; 7  Alfa-carbamato
PM 284 .74 14 PM 206.22 PM 367.79

En un matraz bola de 250 mL de tres bocas, acondicionado con agitacion magnética,
tapon de hule (séptum) y un refrigerante en posicion de reflujo, conectado por su extremo
superior a una trampa de hipoclorito de sodio, se disolvieron 22.10 g (0.0776 mol) de 6
en una mezcla de metanol-agua (80:20). A la solucién se le agreg6 19.21 g (1.2 Eq, 0.093
mol) de 1,3-(dimetoxicarbonil)-S-metilisotiourea (14). La mezcla se calent6 poco a poco,
observandose la evolucion de gas. La reaccion se mantuvo a reflujo por 3 h, tiempo en el
que la materia prima se consumio totalmente. Después se retird la fuente de calor y se
dejo enfriar a temperatura ambiente. Se form6 un sélido negro, el cual se separ6 por
filtracion al vacio, se lavé con agua y se dejo secar al aire dando 28.5 g (99.8%). El
producto crudo se lavo repetidas veces con MeOH y se recristalizd de DMF. Se
obtuvieron 20 g (80%) de unos cristales blancos con Rf 0.73 (Sistema 90:10
CHCI3:MeOH) y pf 250.9-252.3 °C.
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8.1.9. SINTESIS DE HSK

8.1.10. 4,5-Dicloro-N-metilacetanilida (8)

Hs
Cl NHCOCH Cl NCOCH
@: 3 1) (CH,),SO, @: 3
2) NaOH, H,0
Cl NO, ) 2 cl NO,
3 8
PM 249.05 PM 263.05

En un matraz bola de 100 mL con dos bocas 20/40, adaptado con agitacion magnética y
termometro, se adicionaron 3 g (0.0120 mol) de 4,5-dicloro-2-nitroacetanilida (3), 4.56 ¢
(2.3 mL, 0.0181 mol, 1.5 eq) de sulfato de dimetilo y 10 mL de monoglima. La mezcla
anterior se calenté a 30°C por medio de un bafio de agua, se formo una solucién que se
agito vigorosamente mientras se le gote6 una solucion de 0.7 g (0.0181 mol, 1.5 EQq) de
NaOH al 50 % m/v de H,O, de tal manera de que la temperatura de reaccion oscilara
entre 30-35 °C.

Al terminar la adicion se comprobé el consumo de la materia prima por ccf y se vertio
sobre 200 g de hielo-agua. Se formd un precipitado amarillo el cual se separé por
filtracion al vacio y se lavd repetidas veces con agua. Se obtuvieron 2.83 g (88.76 %) de
un sélido amarillo que en ccf mostré una mancha con Rf 0.20 (Sistema 1). Una muestra se

recristaliz de etanol y dio cristales amarillos con pf 96.0-96.5°C [Lit.®" 94-95 °C]
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8.1.11. 4,5-Dicloro-N-metil-2-nitroanilina (9)

CH,
C']@NCOCW H,SO, cl NHCH,
R
Cl NO, A Cl NO,

8 9
PM 263.05 PM 249.05

En un vaso de precipitados de 150 mL, equipado con agitacion magnética y termometro,
se mezclaron 5 g (0.0189 mol) de 4,5-dicloro-N-metil-2-nitroacetanilida (8) y 50 mL de
H,SO, concentrado. La mezcla se calenté a 80-90 °C durante 30 min, comprobandose
por ccf la hidrolisis total de la materia prima. Se dejo enfriar hasta 45 °C y se vertio sobre
100 g de hielo-agua. El solido anaranjado formado se separé por filtracion al vacio, se
lavé repetidas veces con agua y se dejo secar al aire. Se obtuvieron 4.1 g (97.6%) de un
solido anaranjado, que en ccf mostré una sola mancha con Rf de 0.6 (Sistema I). Una
muestra se recristalizd de etanol, obteniéndose agujas anaranjadas con un pf 146.3-
146.5 °C [Lit. 148 °C]*’

8.1.12. 4-Cloro-N-metil-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (10)

OH k®o® cl NHCH, O
I I o NHCH.
KOH PM 56.11 Cl NO, PM221.04 3
el
MeOH DMF, A
cl NO,
10
PM 144.17 PM 328.75

En un matraz bola de 250 mL con una boca 24/40, equipado con agitacion magnética y
atmosfera de nitrégeno, se disolvieron 30 g (0.2081 mol) de 1-naftol en una disolucién
reciéntemente formada de 11.68 g (0.2081 mol) de KOH en 150 mL de metanol;

posteriormente, se llevd a sequedad en el rotaevaporador a presion reducida.
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Al solido oscuro residual se le adicionaron 46 g (0.2081 mol) de 4,5-dicloro-N-metil-2-
nitroanilina (9) y 150 mL de DMF. La mezcla bien agitada se calenté a 100 °C durante
2.5 h en las que se consumio completamente la materia prima (ccf). Se dejé enfriar a
50 °C y se filtré con succion, el residuo se lavé con poca DMF. Los filtrados reunidos se
concentraron en el rotaevaporador hasta 100 mL a 1 mmHg y 40 °C. El residuo oleoso
oscuro se redisolvié en 100 mL de metanol en caliente con agitacidn vigorosa y precipit6

un sélido color naranja que se seco al aire dando 55 g (80.4 %) de 10.

Una muestra de 2 g se se recristalizd de metanol dando 1.67 g (83.5%) de cristales
amarillos que en ccf presentaron una sola mancha con un Rf de 0.38 (Sistema I1) (85:15,
Hex: AcOEt) y punto de fusion de 171.1-171.7 °C.

8.1.13. 4-Cloro-N-metil-5-(1-naftiloxi)-1,2-fenilendiamina (11)

O 0 NHCH, H O 0 NHCH,
(VI X 2 (J I X
cl NO, Ni Raney cl NH,

10 11
PM 328.75 PM 298.77

En una botella de hidrogenacion de 500 mL se mezclaron cuidadosamente, bajo
atmosfera de Np, 10 g (0.03042 mol) de 4-cloro-N-metil-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina
(10), 3.6 g de Ni-Raney y 150 mL de metanol. Posteriormente, la botella se adaptd al
aparato de hidrogenacion, se purgé el sistema mediante 3 lavados de 30 Ib/in? de Hy;
después, se carg6 el reactor con 60 Ib/in? de H, y se inici6 la agitacién. La reaccion
terming en 3 h, consumiéndose un total de 98 Ib/in® de H,. Al terminar la reaccion, el
catalizador se separd por filtracion al vacio empleando una capa de celita humedecida en
etanol. El filtrado se concentrd en el rotavapor obteniéndose 8.2 g (90%) de un aceite
café oscuro. La ccf mostr6 una mancha con Rf de 0.72 (Sistema Il). Este producto se

empled como tal para la siguiente reaccion.
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8.1.14. [5-Cloro-1-metil-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-ilJcarbamato de metilo
(HSK)

CH,
o NHCH,8 o o
HyCO,CHN.__NCO,CH,
+ \[4 - . | />—NHCOZCH3
cl NH, SCH, cl N
12

11 14
PM 298.77 PM 206.22 PM381.81 HSK

En un matraz bola de 250 mL de tres bocas, acondicionado con agitacién magnética,
tapon de hule (séptum) y un refrigerante en posicion de reflujo, conectado por su extremo
superior a una trampa de hipoclorito de sodio, se disolvieron 8.2 g (0.0274 mol) de 11 en
metanol. A la solucion se le agregaron 5.65 g (0.0274 mol) del carbamato (14) preparado
anteriormente. La mezcla se calentd poco a poco, observandose la evolucion de gas. La
reaccion se mantuvo a reflujo por 3 h, tiempo en el que la materia prima se consumio
totalmente. Después, se retird la fuente de calor y se dejo enfriar a temperatura ambiente.
Se form6 un sélido rosado, el cual se separ6 por filtracion al vacio, se lavé con agua y se
dejo secar al aire dando 9 g (86 %) de un solido color grisaceo. El producto crudo se
recristalizd de metanol; se obtuvieron 4 g (45 %) de unos cristales blancos algodonosos
con Rf 0.67 (Sistema Il) y pf 164.3-165.8 °C.

8.1.15. 1,3-(Dimetoxicarbonil)-S-metilisotiourea (14)

SCH;, SCH
1) NaOH, H,0, pH 7-8 3
1 hso -
HN N 2 2) 2 CICO,CH, /K
2 H,CO,CHN NCO,CH,
13 14
PM 139 PM 206. 22
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En un matraz bola de tres bocas de 500 mL, equipado con agitacion magnética,
termémetro, tapon de hule (séptum) y un electrodo de vidrio conectado a un

potencidmetro previamente calibrado, se disolvieron 70 g (0.5036 mol) de hemisulfato de

S-metilisotiourea en 250 mL de agua. A la mezcla agitada y enfriada a 0-5 °C se
afiadieron 100.3 g (82 mL, 1.058 mol) de cloroformiato de metilo. La mezcla se agito
vigorosamente; después se le agregd, poco a poco, 200 mL de una solucion acuosa de
hidroxido de sodio al 35% a una velocidad tal que el pH oscilara entre 7-7.5 y la
temperatura entre 0-10°C. Después de la adicion se formo un sélido esponjoso, el cual se
extrajo con cloroformo (200 mL x 3). Los extractos reunidos se lavaron con agua, se
secaron con sulfato de sodio anhidro y se concentraron en el rotavapor. El producto crudo
se recristalizo de metanol dando 70 g (67.4 %) de un sélido blanco con ligero olor fétido,

una sola mancha por ccf con Rf =.52 (Sistema I) y pf de 99.1-100.8 °C.

8.2 Parte biologica

8.2.1. Ensayos de actividad en protozoarios in vitro

Para la determinacion de los ensayos se siguié el método descrito por Cedillo Rivera®

con algunas modificaciones, quedando de la siguiente manera: Se incubaron en tubos de
ensaye la cantidad de trofozoitos/mL en medio fresco a las siguientes concentraciones
0.005, 0.01, 0.05 0.1, 0.5 y 1.0 pg/mL de los diferentes compuestos de prueba,
paralelamente se realiz6 este ensayo con los compuestos de referencia Albendazol (ABZ)
y Metronidazol (MTZ) como controles positivos. El control negativo consistio en
trofozoitos en medio libre de farmacos en DMSO. Los tubos se incubaron a 37 °C por 48
h. Terminado este tiempo los trofozoitos se lavaron y resembraron en medio fresco por
48 h més. Al final de este tiempo se determind el nimero de trofozoitos por mililitro en
una camara de Neubauer. Posteriormente, mediante un andlisis Probit, se determind la
concentracion inhibitoria 50 (Clsp) de cada uno de los compuestos que correspondio a la

concentracion que inhibid el 50% el crecimiento de los trofozoitos en pg/mL.
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8.2.2. Ensayos de actividad in vitro en T. spiralis (MTT/PMYS)

La evaluacion del efecto de derivados bencimidazol 2-carbamatos de metilo sobre la
actividad metabdlica de la larva muscular de T. spiralis se realiz6 como se describe a

continuacion.

El ciclo de vida de T. spiralis se realizo en ratas de la cepa Sprague-Dawley a partir de
las cuales se aislaron las larvas musculares que se emplearon en los ensayos de

evaluacion bioldgica de los compuestos sintetizados.

Se infectaron ratas con 500 larvas musculares/mL y 28 dias post infeccion se sacrificaron
y se les extrajo el musculo esquelético, el cual se tratd con pepsina y acido clorhidrico al
1% durante tres horas. El contenido de la digestion se filtrd para obtener las larvas, las
cuales se lavaron con buffer de fosfatos pH =7.0 cuatro veces y se adiciond una mezcla

de antibidticos penicilina-estreptomicina.

Se cuantificaron las larvas obtenidas y se puso el ensayo con los farmacos de prueba y los
controles negativo y positivo. En caja de cultivos de 24 pozos se ponen 1000 larvas
musculares por pozo, a las concentraciones: 1.0, 0.5, 0.1, 0.05, 0.01 microgramos/mL y
cbp 1.0 ml de medio RPMI esteril. Se incuba durante 48 hrs. a 37 °C. ( se cambia el

medio y se revisa a las 24 horas).

Para el revelado de la prueba se transfiere el contenido de cada uno de los pozos a tubos
eppendorf los cuales se centrifugan y se lavan las larvas con buffer de fosfatos y se
adicionan 800 microlitros de MTT, 50 microlitros de MPS y 100 microlitros de DMSO.
Los tubos se incuban por 1 hora, posteriormente se centrifugan y se lavan con buffer de
fosfatos, se vuelve a centrifugar y se adiciona 500 microlitros de DMSO y se homogeniza.
Se centrifuga y se transfieren 200 microlitros del sobrenadante a una placa de ELISA. La
prueba se lee a 492 nm vy se realizan los calculos para obtener la actividad metabdlica y

el porcentaje de reduccion.
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8.2.3. Ensayos de actividad in vivo en T. spiralis

Para el estudio de la actividad de los compuestos sobre la fase sistémica y enteral de T.
spiralis, los ratones se infectaron experimentalmente por inoculacion intragastrica con
800 larvas musculares suspendidas en 0.1 mL de bactoagar al 0.2%. Los compuestos a
evaluar se administraron oralmente a una dosis de 75 mg/kg de peso, resuspendidos en
una formulacion de cromofor/etanol/agua (1:1:8). Como control positivo se utilizo

albendazol a una dosis equimolar con respecto a los compuestos.®*

8.2.3.1. Fase muscular

En los ensayos sobre fase muscular de T. spirallis se infectaron grupos de 10 ratones con
T. spiralis y después de 28 dias de infeccion se trataron durante siete dias con los
compuestos Alfa-Carbamato, HSK y albendazol. Siete dias después de la ultima
administracion, los animales se sacrificaron, las larvas se extrajeron del musculo
esquelético de los animales y se contaron. La reduccion de la carga parasitaria se calculo

con respecto al control de infeccion.

8.2.3.2. Fase enteral

Para los ensayos sobre la fase intestinal de T. spiralis se infectaron seis grupos de 10
ratones y despues de tres dias de infeccion se trataron con una sola dosis de los
compuestos Alfa-Carbamato, HSK vy albendazol. Posteriormente, los ratones se
sacrificaron al dia seis postinfeccion, se obtuvieron los intestinos y se contaron los

parasitos adultos obtenidos.
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8.3 Parte analitica
El Cromatografo de Liquidos de Alto Rendimiento utilizado para la determinacion de la
pureza y el andlsis de los estudios de biotransformacion, tiene las siguientes
caracteristicas:

¢ Sistema de administracion de disolventes, Modelo: Binary HPLC Pump, Waters

1525. Marca: Waters.
¢ Valvula de inyeccion: Loop de 20 pL. Marca: Rheodyne.
¢ Detector; Modelo: Photodiode Array Detector, Waters 996. Marca: Waters.

<

Software; Millenium32, Versién 3.20 Copyright © 1999 Waters Corporation.
Columna: Atlantis TM dC18 5um S/N, 3.9 x 150 mm W41171K 02.

L 4

Para la determinacion del tiempo de retencion de los compuestos Alfa-Carbamato y
HSK, los cuales servirian como estandares, se prepararon soluciones a una concentracion
5 uM.
a) Preparacion de las soluciones 5 UM de analitos problema.
Material:
- 1 navecilla de vidrio
- 1 espétula
- 2 matraces aforados de 100 mL
- 1 matraz aforado de 50 mL
- 1 micropipeta de 1000 puL
- Puntas para micropipeta de 1000 uL

Sustancias:

- Analito

- Acetonitrilo (CH3CN)

- Agua desionizada

- Dimetilsulfoxido (DMSO)
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Procedimiento:

1. Se pesaron 50.0 mg de analito problema y se disolvieron en un volumen final de 100
mL (50 mL de DMSO y 50 de CH3CN). Se obtuvo una solucion con una concentracion
de 1.36 mmol/L

2. Se hizo 1 dilucion 1:10 utilizando como disolvente CH3CN. Se obtuvo una solucion
con una concentracion de 0.0136 mmol/L (13.6 pM).

3. Finalmente se realizé una dltima dilucion 1:5.6 utilizando como disolvente CH3CN. Se
tomaron 18.4 mL del compuesto Alfa-Carbamato y 19 mL del HSK y se aforaron a 50

mL. Se obtuvo una solucién con una concentracion 5 uM.

b) Cuantificacion de las soluciones 5 uM de analitos problema y determinacion de la
proporcion de disolventes a usar.

1. Se inyectaron 5 muestras por cada analito.

2. Se obtuvo el espectro correspondiente para cada inyeccion.

3. Se compararon los resultados obtenidos para obtener los mejores resultados de tiempo

de retencion.

Implementacion de un meétodo para la determinacion de la

biotransformacion del compuesto HSK

En el procedimiento utilizado para el estudio de la biotransformacién del compuesto
HSK utilizaron BALB/c, de 4-6 semanas de edad con un peso entre 20-25 g,

desparasitados, la metodologia utilizada se muestra en el diagrama de flujo 1.
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Diagrama de flujo 1: Analisis de la biotransformacion de compuestos en higado de rata
in vivo

Preparar la solucion con el compuesto a evaluar (HSK), la cual consistira de 80% de H,0,
10% de EtOH v 10% de cromothor. El blanco consistio en la solucién sin compuesto.

Para la determinacion a 3 hr, Para la determinacion a 7 dias,
administrar la formulacion con administrar la formulacion con
compuesto a 2 ratas y a una rata compuesto a 2 ratas diariamente y a

solo inyectar solucion, la cual una rata solo inyectar solucion, la

servira de blanco. cual servira de blanco.
Sacrificar los animales después de 3 Sacrificar los animales un dia
hr v extraer el higado de c/u. después de la dltima dosis y extraer
el higado de c/u.

Lavar los higados con SSI y homogeneizarlos en un ultraturrax. Centrifugar a 800g en SSI. Extraer
el sobrenadante y centrifugar a 20,000g. Extraer el sobrenadante y centrifugar a 50,000 rpm

A los pellets obtenidos de cada centrifugacion, asi como al ultimo
sobrenadante (Fraccion Citosolica), disolver en agua y realizar
extracciones en fase sélida (EFS), activar el cartucho de EFS

Pasar la muestra y el disolvente a analizar concentrarlo a sequedad en tubos eppendorf

Reconstituir con 100uL de ACN, homogeneizar e inyectar al cromatografo.
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Forma de activar el cartucho
a) Activar el Cartucho

1.0 Lavar con MeOH
1.1 Lavar con MeOH/H,0
1.2 Lavar solo con H,0
1.3

b) Tratamiento de la Muestra

1.0 Pasar la muestra por el cartucho
1.1 Lavar con H,0/MeOH (90:10)
1.2 Lavar con MeOH

1.3 Lavar con H,0/MeOH (90:10)

1.4 Lavar con H,0
1.5 Lavar con MeOH
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10. APENDICES

En este apartado esta dividido en dos partes, la primera parte corresponde a los intentos
para la sintesis de un compuesto alterno, el isomero del compuesto HSK. En la parte dos
de presentan los espectros que ayudaron a la identificacion de los compuestos
sintetizados.

Apéndice I. Sintesis del compuesto 6-Cloro-1-metil-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-

ilJcarbamato de metilo

En este proyecto de investigacion también se pretendi6 obtener el compuesto 6-Cloro-1-
metil-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-2-il]jcarbamato de metilo, el cual es un isébmero
estructural del HSK y a lo largo del trabajo realizado se utilizaron diferentes técnicas
para su obtencion, sin embargo, la obtencidn de dicho compuesto no fue satisfactoria. A

continuacidn se presentan los estudios realizados.

Secuencia sintética para la preparacion de [6-Cloro-1-metil-5-(1-naftiloxi)-1H-

bencimidazol-2-ilJcarbamato de metilo

4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroacetanilida (17)

) NH O
O ) AGO ¢l NHCOCH,
H,S0,
cl NO, cl NO,
5 17
PM 314.72 PM 356.76

En un vaso de precipitados, acondicionado con agitacion magnética y termometro, se
mezclaron 20 g (0.0636 mol) de 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina y 25.95 g (18.664
mL, 0.2542 mol) de anhidrido acético con dos gotas de H,SO,4. La mezcla se calenté a

70 °C con agitacion constante. Después de 45 min se comprobd por ccf el consumo total
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de la materia prima, dando una sola mancha con un Rf de 0.904 (Sistema II). Se
obtuvieron 19 g (83.8 %) de un s6lido amarillo Una muestra se recristalizé de tolueno

dando cristales amarillos con pf = 177.6-178.5°C.

2-Amino-4-cloro-5-(1-naftiloxi)acetanilida (18)

L.

& O
Cc

NHCOCH, H NHCOCH,
2
jij[ Ni Raney - O jij[
I NO, Cl NH,

17 18
PM 356.76 PM 326.78

En una botella de hidrogenacion de 500 mL se mezclaron cuidadosamente, bajo
atmosfera de Ny, 10 g (0.0280 mol) de 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroacetanilida, 3 g de
Ni-Raney (al 30%), y 200 mL de acetato de etilo y 50 mL de MeOH. Posteriormente, la
botella se adapt6 al aparato de hidrogenacion, se purg6 el sistema mediante 3 lavados de
30 Ib/in? de H,; después, se carg6 el reactor con 40 Ib/in? de H; y se inici6 la agitacion.
La reaccion termind en 3.16 h, consumiéndose un total de 148 Ib/in? de Hy. Al terminar la
reaccion, el catalizador se separ6 por filtracion al vacio empleando una capa de celita
humedecida en etanol. El filtrado se concentrd en el rotavapor obteniéndose 9.1 g (91%)
de un sélido rojizo ladrillo. Una muestra se recristaliz6 de EtOH/H,O dando unos
cristales color ocre. La ccf mostré una mancha con Rf de 0.49 (Sistema Il) y p.f. de
178.8-180 °C.

4-Cloro-2-[(fenilsulfonil)amino]-5-(1-naftiloxi)acetanilida (19)

0]
I}
O 0 NHCOCH, ngc' O 0 NHCOCH,
Q KI Piridina - O KI
cl NH, cl NH

|
18 19 oAl

PM 326.78 PM 466.94 °\©
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En un matraz bola de 250 mL de una boca, acondicionado con agitaciébn magnética y un
termometro, se disolvieron 9.3 g (0.0282 mol) de 18 en piridina (3.0 mL, 0.037 mol, 1.3
EQ). A la mezcla anterior se le agreg0, gota a gota, mediante un embudo de adicion y
cuidando que la temperatura se mantubiera entre 30-35 °C, el cloruro de bencensulfonilo.
Al terminar la adicién se dejo reaccionar por 20 min mas comprobandose el consumo de
la materia prima. Se verti6 sobre 100 g de hielo-agua y precipit6 un sélido color crema,
el cual se lavo repetidas veces con &cido acético al 20 % para eliminar el exceso de
piridina, se lavd con agua y se dejo secar al vacio dando 12 g (91.3 %). Una muestra se
recristalizd de EtOH/H,0 dando 7.1 g (54%) de unos cristales color mamey con Rf =
0.35 (sistema Il) y pf=207.8-208.8 °C.

4-cloro-2-[metil(fenilsulfonil)amino]-5-(1-naftiloxi)acetanilida (20)

O o) NHCOCH O
O KI : (CH,),SO,, monoglima O OKINHCOCHa
KCO.,HO oH
Cl NH 2~ T ol S

|
S
PM 466.94 ° PM 480.96 o)

En un matraz bola de 100 mL con dos bocas 20/40, adaptado con agitacion magnética y
termémetro, se adicionaron 3 g (0.0064 mol) de 19, 1.216 g (9.64x10™ mol, 1.5 eq, 0.92

mL) de sulfato de dimetilo y 10 mL de monoglima. La mezcla anterior se calent6 a 30°C

por medio de un bafio de agua, se formd una solucion que se agitd vigorosamente
mientras se le goted una solucion saturada de K,COs, de tal manera de que la temperatura
de reaccion oscilara entre 30-35 °C. Al terminar la adicion se comprob6 el consumo de la
materia prima por ccf y se vertio sobre 50 g de hielo-agua. Se formd un aceite viscoso
que se lavo repetidas veces con agua salada. Posteriormente se congel6 y triturd en un
mortero. Se obtuvieron 2.8 g (90.6 %) de un so6lido oscuro que en ccf mostré una mancha
con Rf = 0.76 (Sistema 1V). Una muestra se recristaliz6 de metanol y dio cristales color
crema con pf = 154.7-155.8 °C.
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Una vez obtenido el compuesto 20, se realizaron las pruebas de hidrélisis del grupo
sulfonamido por diferentes técnicas. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 15.
En la cual se utilizaron técnicas descritas con anterioridad, sin embargo, en ninguno de

los casos se logro obtener el compuesto deseado.

Tabla 15: Condiciones de reaccion para la hidrolsis

del grupo sulfonamida

CONDICIONES | TIEMPO DE REACCION | RESULTADOS
H2SO4 1 SEMANA MEZCLA
H,S0.4/H,0 1 SEMANA MEZCLA
HBr 1 SEMANA MEZCLA

Ya que la reaccion de hidrolisis no se logré completar se cambié de técnica para obtener
el isomero correspondiente. En esta ocasion se partié del compuesto Alfa-Carbamato y
se realiz6 una N-metilacion para generar al compuesto de interés. Sin embargo como se
muestra en el Esquema 6, son 5 posibles compuestos los que se podrian obtener de esta

reaccion.
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CI;[%NHCOZCHS

Alfa-Carbamato

'o N
A\ NHCO,CHg
J -
\
SAK CHa
CH3
’\ ﬁymozcm

CH,
9N j
N
O ﬁ[ />7NHCOZCH3
al N
HSK

Srr

KAT

SIS

MSA

CHj

N CHg

/>—N</:OZCH3

N

Esquema 6: Productos posibles de la reaccion de N-metilacion del Alfa-Carbamato.

Una vez realizada la reaccion a 10-15°C, con agitacion constante y con dimetilsulféxido

y carbonato de potasio, se obtuvieron 4 productos. Se realizo una placa preparativa para

la identificacién individual de cada uno de los productos y una vez que se logré aislar el

compuesto principal (y que presentd un mayor Rf) se analizé por RMN. La identificacién

mediante el espectro de RMN no era concluyente, ya que los desplazamientos quimicos

concordaban con el compuesto SAK. Figura 26.
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Figura 26: Espectro deRMN del compuesto MSA

Sin embargo el espectro de EM fue determinante para la identificacion del producto
mayoritario. Se obtuvo que el compuesto principal estaba monometilado. En base al
patrén de fragmentacion la conclusion a la que llegamos fue que el producto mayoritario
es el compuesto MSA. Como podemos observar en la Figura 27, los picos mas
importantes de fragmentacion del compuesto de interés tienen una relacion m/z de 381,
346, 322, 286 y 259.
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248 ZEB 288 383 iz 348

Figura 27: Espectro de masas del compuesto MSA

El pico de 381 es el ion molecular y la informacién que nos proporciona es que el
compuesto es monometilado. La pérdida de 35 unidades de masa, correspondiente a la
pérdida del cloro de la molécula, genera el pico de 346 unidades de masa. El pico de 322
unidades de masa se genera a partir de la pérdida de 59 unidades de masa, lo que genera
el compuesto 2-amino. El pico con m/z 286 es generada a partir del fragmento m/z 322 el
cual pierde cloro. Finalmente el fragmento con relacion m/z de 259 es generado por la
pérdida de 109 unidades de masa, correspondientes a la pérdida de cloro y del carbamato

de metilo como se muestra en el Esquema 7.
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m/z = 381 m/z = 346

h e

m/z = 259

‘ . X O>;O/CH3 _ O ] +N1 o} o/(:H3
SPOs TR NS R e

Esquema 7: Mecanismo que explica la fragmentacion del compuesto MSA para generar

el fragmento con relacion m/z = 259

Aunado a esto, el NOESY mostro las interacciones que se presentan entre ambos metilos.

Figura 28.
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Figura 28: Espectro de NOESY del compuesto MSA
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Espectro No. 1. IR (KBr) cm™: N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida (3)
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Espectro No. 2. EM (IE/ID) m/z: N-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida (3)
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Abstract The aim of the present study was to determine
the paramphistomicidal efficacy of methyl [5-chloro-6-
(1-naphthyloxy)-1H-benzimidazol-2-yl]carbamate (alpha-
carbamate) in experimentally infected sheep. Sixteen
crossbred rams were infected each with 600 metacercariae
of Calicophoron calicophorum. Forty five days after
infection, they were divided into four groups of four
animals each. Groups 1 to 3 received compound alpha-
carbamate at a dose of 12, 18, and 24 mgkg biw,
respectively; group 4 serving as the nontreated control,
Ten days afier treatment, all animals were killed to obtain
the rumen and collect, measure, and quantify the
trematodes present. Efficacy was assessed as the percent-
age of trematode reduction of the treated groups relative
to the nontreated control. The obtained efficacy indicated
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a percentage reduction of 86.7%, 97.5%, and 100% for
groups 1, 2, and 3, respectively. This experimental
compound showed high efficacy against 45-day-old C.
calicophorum in experimentally infected sheep.

Introduction

Paramphistomosis is a gastrointestinal parasitic disease of
ruminants caused by Paramphistomum spp, which inhabits
the rumen, reticle, abomasum, and small intestine (Eduardo
1982). It is characterized by hemorrhagic and catarrhal
enteritis producing nonquantifiable economical losses
(Rolfe et al. 1991).

In Mexico, this disease is more frequently seen in cattle
(Horak 1971; Quiroz et al. 1973) with higher prevalence in
Cebu livestock, particularly from the south-east region of
the country (Arizmendi 1981; De la O 1983; Quiroz 1990;
Rangel-Ruiz et al. 2003). Treatment of this disease has been
carried out with different fasciolicidal compounds, all
showing weak efficacy against immature stages of the
trematode.

Considering the fasciolicidal efficacy previously shown by
the compound 5-chloro-2-(methylthio)-6-(1-naphthyloxy)-
1 H-benzimidazole, known as compound alpha (Heméndez
et al. 2002), in sheep and cattle, (Ibarra et al. 1997, 2000,
2004; Vera et al. 2001, 2003, 2004; Rivera et al. 2002, 2004,
2005), it was deemed relevant to modify its chemical
structure and synthesize alpha-carbamate aimed at testing
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this new compound at the intestinal level against para-
mphistomids in sheep.

Compound Alpha
5-Chloro-2-(methylthio)-6-(1-naphthyloxy)-1 H-benzimidazole

et

Compound Alpha-carbamate
Methyl [5-chloro-6-(1-naphthyloxy)-1 H-benzimidazol-2-yllcarbamate

The aim of the present study was to determine the
paramphistomicidal efficacy of methyl [6-chloro-5-(naph-
thalen-1-yloxy)- 1 H-benzimidazol-2-ylJcarbamate in experi-
mentally infected sheep.

Materials and methods

Compound alpha-carbamate (5) was prepared according to
the reactions shown in Scheme 1. Treatment of 4,5-
dichloro-2-nitroaniline (1) with alpha naphthol (2) and
heating in dimethylformamide (DMF) afforded 4-chloro-5-
(1-naphthyloxy)-2-nitroaniline (3), which upon catalytic

K,CO,, DMF

hydrogenation led to the previously described 4-chloro-5-
(1-naphthyloxy)-1,2-phenylenediamine (4) (Hernindez et
al. 2002). In the last step, cyclocondensation of (4) with
1,3-dicarbomethoxy-S-methylisothiourea (Kus and Altanlar
2003) in methanol at the reflux point for 3 h, gave a solid -
mass that after work up and recrystallization in DMF-
methanol afforded 5 as a white powder with a mp 236.5—
237.6°C.

Animals Sixteen crossbred rams 8 to 12 months of age
were used. They were bom at the Centro Nacional de
Investigacién en Fisiologia Animal (CENIFA) located in
Ajuchitlan in the state of Querétaro (central part of
Mexico), which is recognized as a Paramphistomum-free
area. The animals were fed on green alfalfa and some
commercial pelleted food for ovines with water being
supplied ad libitum.

Experimental compound Freshly synthesized compound
alpha was weighed out as a powder in an analytical balance
(Sartorius-BP1215) according to the body weight of each
ovine chosen for treatinent. Afterwards, the weighed
compound was packed in gelatin capsules to administer
them with the aid of metallic thin forceps (40 cm in length).

Experimental procedure Before the experiment, fecal sam-
ples were analyzed by the sedimentation test (MAFF 1988)
to ensure that they were really free of flukes. On day 0, all
animals were ear-tagged and infected each with 600
metacercariae of Calicophoron calicophorum, given orally
in a gelatin capsule, having been harvested from Lymnaea
humilis snails infected with miracidia at our laboratory.

OH
cl NH,
L+ O
ca’ NO,

115°C,4h

Ooﬁ}mz
cl NO,

H,

Raney Niquel

NCOZCH3

C /
H,C0,
O 3
N -
| />—NHC02CH3 CH,OH, reflux, 3 h
cI N

Alpha-carbamate (5)

Scheme 1 Synthesis of compound alpha-carbamate (5)
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Briefly, eggs were collected from paturally infected cattle
and miracidia were obtained after incubating eggs for
18 days at 27°C. When the flukes reached 45 days of age,
four groups of four animals each were randomly formed to
be given treatment.

Treatment Compound alpha-carbamate was administered in
gelatin capsules with the aid of a forceps as follows:
—  Group 1 (G1) received a single oral dose of 12 mg/kg

p-o.
— G2 was similarly treated with 18 mg/kg p.o.

—  G3 was treated with a single oral dose of 24 mg/kg p.o.
— G4 served as the nontreated control.

Slaughter of animals Fificen days after treatment, all sheep
were killed; the rumen being isolated so that the number
and the length of the present paramphistomids could be
measured by means of a caliper.

Efficacy The percentage of efficacy was calculated by
means of the formula reported by Wood et al. (1995):

0,
#E No. of flukes in the nontreated group

__ No. of flukesinthe nontreated group — No. of flukes in the treated group % 100

Statistical analyses The data obtained were submitted to
the Kruskal-Wallis nonparametric test to determine a
possible statistical difference among the treated groups
relative to the nontreated control.

Results

Results for the experimental groups were as follows:

- Group 1 (treated with 12 mg/kg): Sixteen paramphis-
tomids were recovered (8, 4, 3, and 1, respectively).
The minimum and maximum number of trematodes
was 1 and 8, (<0.01).

~ Group 2 (treated with 18 mg/kg): Only threc para-
mphistomids were recovered (0, 2, 1, and 0, respec-
tively). The minimum and maximum number of
trematodes was 0 and 2 respectively (<0.01).

—  Group 3 (reated with 24 mg/kg): No paramphistomids
were recovered, corresponding to a 100% efficacy (P<
0.01).

~ Group 4 (untreated control): The total number of
paramphistomids recovered was 121, (21, 36, 34, and
30, respectively). The minimum and maximum number
of trematodes collected was 21 and 36, respectively,
and the average number of parasites obtained per
animal was 30.2. A highly significant difference was
observed when comparisons were made among all
treated groups (P<0.01).

Fluke length measurement Shows the data obtained with
regard to the size of the trematodes collected. The recorded
information denoted a fluke-length distribution from 4 to

7 mm with a higher predominance of paramphistomids
being in the range of 5 mm.

Discussion

In the present work, a novel benzimidazole derivative (5),
analog of fasciolicide compound alpha, was synthesized. The
structure of 5 was elucidated by its spectral data. Character-
istic bands at 3,342 (N-H), 3,125-3,050 (unsaturated C-H),
1,719 (HN-CO-0), 1,267 (HN-CO-0), 1210 (HN-CO-
OC) cm™'were seen in the IR spectrum (KBr). The 'H NMR
spectrum (400 MHz, DMSO-de) integrated for 14H at 3.75 (s,
3H CH50), 6.62 (d, 1H, J=7.6 Hz, H-2), 7.22 (s, 1H, H-4),
737 (, 1H, J=8.0 Hz, H-3), 7.56-7.65 (m, 3H, H4', HS',
H-7), 7.62 (s, 1H, H-7), 7.94-7.97 (m, 1H, H-5, 8.24-8.27
(m, 1H, H-8"), and 11.78 ppm (broad s, 2H, interchangeable
with D,0, N-H). The “C NMR spectum (100 MHz,
DMSO-dg) showed signals for the number and type of
carbons at 52.50 (CH;0), 109.80 (C-2'+C-4), 117.94 (C-5+
C-7), 121.30 (C-8), 12225 (C4'+C-6), 124.90 (C-8'),
125.92 (C-4'a), 125.99 (C-7), 126.71 (C-5), 127.66 (C-3),
134.40 (C-7a+3a), 145.52 (C-2), 148.47 (C-1), 153.44 (C-0),
and 154.23 ppm (C=0). The mass spectrum (ED) showed
peaks at 367 M, 100%), 369 (M*+2), 335, 332, 300, 272,
and 127, which were consistent with the fragmentation of
these type of compounds.

It is a fact that paramphistomids adapt daily to
conditions in the tropical regions of Mexico; they being
more prevalent than Fasciola hepatica in certain regions of
the country. This situation is frequently detected by cattle
owners who truly need a paramphistomicidal drug capable
of removing the immature and adult stages of the parasite
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(Ibarra et al. 1997). Because this parasitic disease is not
considered as pathogenic as fasciolosis, private industry has
not allotted sufficient financial resources to place a proper
drug on the market, perhaps because apparently there is not
enough economic justification to spend money on projects
of this sort.

In response to this situation, a possible alternative is the
chemical modification of compound alpha (log P calculated
with ACDLabs sofiware=6.41+0.80) to its 2-carbamate
analog (log P=5.24+0.90) that, given in suspension, should
remain longer at the gastrointestinal level as is observed
with other benzimidazole 2-carbamates, such as albenda-
zole. Absorption studies with this anthelmintic showed that
only 1-5% of the given dose is detected in humans and up
to 50% in cattle (Jung et al. 1998; Dayan 2003).

At present, these preliminary results can be considered
relevant because several factors, such as the absorption
degree of the drug and the lack of a suitable formulation
can influence the percentage of drug concentration and
permanence at the gastrointestinal level.

Furthermore, because other factors such as sex, breed,
age, host nutrition, viability, and handling of the meta-
cercariae dosed, among others, can produce variable results,
further studies are in the process at improving the efficacy
of this experimental compound.

It is concluded that compound alpha-carbamate is a
novel compound with high efficacy against 45-day-old
paramphistomids in experimentally infected sheep.
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