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1.0 Introduccion

En los paises tropicales y subtropicales, uno de los principales problemas
econodmicos en la ganaderia bovina son las garrapatas y las enfermedades que
éstas trasmiten. Por su importancia econdmica y sanitaria la garrapata
Boophilus es el género principal bajo control en México. Asimismo, el género
Amblyomma tiene relevancia por los danos directos que ocasionan a los
bovinos. La estrategia mas utilizada para controlar las garrapatas consiste en
romper el ciclo de ésta a través de la aplicacion de tratamientos con
garrapaticidas a intervalos especificos, determinados por la region ecologica,

especie a la que se va a combatir y eficacia residual del garrapaticida.

Las familias de productos quimicos que se utilizan para el control de las
garrapatas son piretroides, amidinas y lactonas macrociclicas. Estos productos
han sido utilizados con éxito en el control de las garrapatas; sin embargo, su
uso irracional ha ocasionado la generacion de cepas de garrapatas resistentes
a la accion de la mayoria de estos productos quimicos.

La resistencia se define como la capacidad adquirida por individuos de una
poblacion parasita que les permite sobrevivir a dosis de quimicos que
generalmente son letales para una poblacién normal. La resistencia cruzada es
el mecanismo que utilizan especies de insectos resistentes para sobrevivir a la
exposicién de insecticidas relacionados quimicamente, usando un patrén de
detoxificacion genérico. La resistencia multiple es la utilizacién de varios
mecanismos hacia la accion de varias clases de insecticidas no relacionados

quimicamente.

El desarrollo de la resistencia es un proceso evolutivo que aparece por
seleccién genética. Diversas especies de insectos han logrado sobrevivir de
manera natural a condiciones adversas, mediante un proceso de adaptacion
gradual para mantener el orden en los ecosistemas. Cuando un insecticida es

utilizado intensivamente, ocasiona una fuerte presion de seleccidén que elimina



los individuos susceptibles y el insecticida se convierte en el agente de
seleccion mas importante.  Contrastando con la lenta evolucibn de la
resistencia a sustancias toxicas producidas por plantas en la naturaleza, el
desarrollo de resistencia a los insecticidas sintéticos ha sido extremadamente
rapido, posiblemente porque los insectos pueden utilizar mecanismos
desarrollados en defensa contra compuestos patdgenos de la planta. La
velocidad con que se desarrolla la resistencia en la poblacién depende
principalmente de la frecuencia inicial de los genes que confieren resistencia, la
intensidad de seleccion, el grado de dominacion del gen y la relativa capacidad

del genotipo.

La quimica organica es muy extensa, formando parte de ella diversos sistemas
como los compuestos heterociclicos los cuales en su mayoria presentan algun
tipo de actividad biologica. Entre ellos tenemos a la fenotiazina, molécula que
consta de tres anillos en el que las dos estructuras bencénicas estan unidas
por un atomo de azufre y uno de nitrdgeno en posiciones no adyacentes. Este
sistema ha sido estudiado desde hace tiempo por varios grupos de
investigacion debido a su alta actividad bioldégica como farmaco e insecticida.
Algunos ejemplos de este tipo de productos son la clorpromazina, la
trifluperazina y la tioridazina utilizadas como farmacos antipsicoticos. La
Perfenazina, se administra con éxito a pacientes con apatia, negativismo
cronico y ademas recomendado en el control de la nausea y vomito severos,
incluyendo el postoperatorio, quimioterapia y/o radiaciéon. El Diazinon, es otro
derivado de fenotiazina utilizado como un insecticida organofosforado usado
para controlar insectos en el suelo, en plantas ornamentales y en cosechas de
frutas y hortalizas. También se usa para controlar pestes caseras como

moscas, pulgas y cucarachas

Como parte de la investigacion desarrollada sobre nuevos compuestos con
actividad ixodicida nuestro grupo esta interesado en la construccién de
derivados de fenotiazina para probar su actividad, en esté trabajo presenta los
resultados obtenidos.
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2.0 Antecedentes

En los paises tropicales y subtropicales, uno de los principales problemas
econodmicos en la ganaderia bovina son las garrapatas y las enfermedades que
éstas trasmiten. Por su importancia econdmica y sanitaria la garrapata
Boophilus es el género principal bajo control y erradicacion en la campana
realizada en México. Asimismo, el género Amblyomma tiene relevancia por los
dafnos directos que ocasionan a los bovinos. La estrategia mas utilizada para
controlar las garrapatas consiste en romper el ciclo de ésta a través de la
aplicacién de tratamientos con garrapaticidas sobre el cuerpo de los animales
infestados a intervalos especificos determinados por la region ecolégica,
especies a las que se van a combatir y eficacia residual del garrapaticida (en
este trabajo el término garrapaticida es sinénimo de ixodicida, acaricida o
pesticida).

Las familias de productos quimicos que se utilizan para el control de las
garrapatas son organofosforados, piretroides, amidinas y lactonas
macrociclicas. Estos productos han sido utilizados con éxito en el control de las
garrapatas; sin embargo, su uso irracional ha ocasionado la generacion de
cepas de garrapatas, como la B. microplus, resistentes a la accion de la
mayoria de los productos quimicos.

En México, la resistencia a garrapaticidas se ha venido monitoreando desde la
década de los ochentas cuando se detectaron los primeros casos de
resistencia a organofosforados, debido a esto se autoriz6 en el pais la
comercializacion de las amidinas. Posteriormente, en el afo 2001, se
detectaron en México los primeros casos de resistencia a las amidinas. Debido
al dafno que producen y al problema de resistencia a los garrapaticidas, es

necesario establecer programas de control integral para el combate de esta
plaga.



2.1 Epidemiologia de las garrapatas que afectan al ganado bovino.

2.1.1 Garrapatas que afectan al ganado bovino.

En México se han identificado 77 especies de garrapatas que afectan al
ganado bovino y al hombre. En la ganaderia bovina nacional las especies de
garrapatas de mayor importancia son: Boophilus microplus, B. anulatus,
Amblyomma cajennense, A. imitador. A. maculatum, A. triste, A. americanum y
Anocentor nitens. Sin embargo, las especies de mayor importancia para el
ganado bovino en México son B. microplus y A. cajennense.

2.1.2 Distribucion en Meéxico de la garrapata de los géneros
Boophilus y Amblyomma.

El microclima influye directamente en la reproduccion y supervivencia de las
garrapatas, y de éste depende directamente el género de garrapata presente

en una region.

La distribucion geografica de las garrapatas en México (Figura 1), obedece a
factores ambientales, entre los que destacan la humedad relativa, la
temperatura, y la vegetaciéon, que son determinantes en la distribucién de las
especies. Otros factores que intervienen en la distribucion son la altitud,
presencia y abundancia de hospederos y las practicas de control o erradicacion

que el hombre ejerce sobre las poblaciones de garrapatas.



Figura 1

La B. microplus presenta en el pais un area de distribucion, que abarca zonas
tropicales, templadas y aridas; en conjunto se considera que cubre 1,043,722

Km?, lo que representa el 53.0% del territorio nacional.

El esquema de distribucion de B. annulatus es muy diferente, presentandose
una mayor afinidad por zonas éaridas y templadas, abarcando una superficie
aproximada de 539,087 Km2 (27.0% del territorio nacional). En ambos casos
se presentan los datos del afio 1983, fecha en la que se habia logrado avanzar
en la erradicacién de Boophilus en un numero significativo de municipios,
principalmente en el norte de México. En la actualidad muchos municipios de
México que estaban erradicados de garrapatas Boophilus, estan siendo

reinfestados.

A. cajennense tiene una area de distribucién en México de 609, 857 Km2, lo
que representa el 31% del territorio nacional. Su presencia se debe a la
proteccién de las zonas ecologicas y a que ha ocupado el habitat de la B.
microplus por la extension e intensidad de los tratamientos con garrapaticidas

en contra de ésta.



2.1.3 Importancia economica de las garrapatas en el ganado bovino.

La garrapata B. microplus ha sido la especie principal bajo control en las

campanas realizadas en México, debido a la importancia econémica y sanitaria.

A través de su accion directa o del efecto indirecto sobre la produccion animal,
las garrapatas causan las mayores pérdidas a la ganaderia bovina. El dafo de
la piel que es causado por el piquete y los abscesos que se desarrollan
producen apreciables pérdidas en el valor de las pieles. Ademas de la pérdida
de sangre y un efecto por toxinas, en el caso de las vacas lecheras, estos
abscesos frecuentemente estan involucrados en el dafio, o la pérdida, de la

glandula mamaria con la consecuente disminucién de la produccion lactea.

Las garrapatas tienen un efecto nocivo directo sobre la ganancia de peso de
los animales. En el ganado de engorda cada garrapata adulta repleta de sangre
ha demostrado reducir la ganancia de peso diaria en 0.6 g. La FAO estima que
las pérdidas economicas atribuidas a B. microplus por disminucion en la
ganancia de peso es de 7.3 US dolares/animal/afio. Asimismo, las garrapatas
producen bajas en la fertilidad, mayor tiempo en la engorda y dificultan la
importacion de razas mejoradas para incrementar la calidad genética en areas

infestadas.

El efecto indirecto esta dado por las enfermedades que transmiten y por
problemas en la comercializacion de animales infestados. Se estima que en
México las garrapatas y enfermedades que transmiten producen pérdidas a la
ganaderia bovina de aproximadamente 48 millones de dblares (USD) anuales.

2.2 Resistencia de las garrapatas a los garrapaticidas

La resistencia es el aumento significativo de individuos dentro de una poblacion
de una misma especie, capaz de tolerar dosis de droga que han resultado

letales para la mayoria de los individuos de la misma especie.



2.2.1 Factores causantes de la resistencia

La aplicacién indiscriminada de garrapaticidas ha ocasionado la aparicion de

cepas de garrapatas resistentes a nivel de campo. El desarrollo de la

resistencia es un proceso evolutivo que aparece por seleccién genética y se

presenta en tres fases:

Fase de establecimiento. Momento en que surge el alelo resistente en
una poblacion y el proceso se realiza por mutaciones naturales e

independientes a la presion de seleccion.

Fase de desarrollo. Es el incremento en el numero de individuos
resistentes que ocurre por la tasa de sobrevivencia preferencial sobre
individuos susceptibles después del uso de productos quimicos.

Fase de emergencia. Este proceso es de corta duracién y el alelo de
resistencia es comun en la poblacién que manifestara la ineficacia del

garrapaticida.

2.2.2 Mecanismos de defensa de las garrapatas hacia los
garrapaticidas.

Los mecanismos de defensa mas importantes que ocurren en las garrapatas

son:

Insensibilidad del sitio de accion. La alteracion de los genes cambia la
estructura de las proteinas que se unen al pesticida, con la finalidad de
contrarrestar la toxicidad del producto quimico. El proceso mas conocido
ocurre con los piretroides, donde la garrapata resistente sufre una
mutacion en el gen del canal de sodio.

Detoxificacion metabdlica. Se caracteriza por la degradacion del
garrapaticida, como consecuencia de la accion de las enzimas que

participan en los procesos de detoxificacion del insecto.



2.3 Diagnostico de la resistencia
2.3.1 Diagnéstico a nivel de campo.

Al principio, la evidencia clasica de la resistencia es la supervivencia de
algunas ninfas que evolucionan normalmente hasta llegar a hembras repletas,

de 10-14 dias después de haberse aplicado el tratamiento.

Para comprobar que existe resistencia a los garrapaticidas en un rancho, se
requiere de una cuidadosa evaluacién de las practicas utilizadas para su
aplicacion, esto permite estar seguro de que realmente se esta ante una
situacion de desarrollo de resistencia y no ante un problema de inadecuado uso
del producto.

Cuando se detecta una falla en el control, la primera reaccion debe ser
comprobar si el garrapaticida se esta aplicando correctamente y a la
concentracién adecuada. Esto incluira una inspeccién de los medios y registros

para determinar si el tratamiento ha sido bien manejado.

Una vez que se ha comprobado que no existen fallas en el uso del
garrapaticida, es necesario recurrir a métodos de diagnéstico de laboratorio
para confirmar que el problema en el control se debe al desarrollo de la
resistencia. No existe una caracteristica morfoldégica que distinga una cepa
resistente de una susceptible.

2.3.2 Diagnostico en el laboratorio

Las técnicas mas utilizadas para el diagnéstico de la resistencia son los
bioensayos, que son procedimientos experimentales que se usan para
determinar la efectividad biolégica de un pesticida. Los bioensayos son las
técnicas recomendadas por la FAO como pruebas oficiales, para lo cual utilizan
pesticidas a concentracién comercial o a dosis llamadas dosis discriminantes.
Estas pruebas tienen una sensibilidad que permite detectar un aumento

significativo de individuos dentro de una misma especie capaces de resistir
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dosis de garrapaticidas que han probado ser letales para la mayoria de los

individuos de la misma especie.

Los bioensayos se dividen en dos grupos:

e Los que utilizan larvas (Prueba de paquete de larvas y de inmersién de

larvas).
e Los que utilizan garrapatas adultas (Inmersién de garrapatas adultas).

Las técnicas basadas en larvas son las mas difundidas; teniendo como
principal ventaja la posibilidad de trabajar con un mayor niumero de individuos y
evaluar cantidades importantes de principios activos y concentraciones de
producto. Sin embargo, su principal desventaja sobre las pruebas que analizan
los estados adultos, es que se requiere mas de seis semanas para obtener los
resultados, debido a que es necesario recolectar en los ranchos garrapatas
repletas, ponerlas a ovipositar, esperar varias semanas para que emerjan las
larvas y luego esperar a que tengan de 7 a 14 dias de edad, para desarrollar la

prueba.

Las técnicas que utilizan garrapatas adultas tienen ventajas sobre las que
utilizan larvas, debido a que ofrecen una informacién rapida sobre la situacion
de la resistencia en condiciones de campo, pero la desventaja de estas
pruebas es que se requiere de un alto numero de garrapatas adultas repletas
(100-200), las que en ocasiones son dificiles de recolectar en condiciones de
campo. Esta cantidad de garrapatas puede ser menor si se cuenta con dosis
discriminantes para los productos a probar (el doble de concentracién de
producto que mata el 99.9% de una poblacion susceptible de garrapatas),

situacién que debe ser motivo de investigacion en la actualidad.

En busca de mejores alternativas se han desarrollado métodos mas sensibles y
rapidos entre los que se encuentran las pruebas bioquimicas basadas en la
deteccion de la actividad de enzimas sobre expresadas en las poblaciones de
garrapatas y pruebas moleculares; sin embargo, el diagnostico de resistencia

se vuelve una situacion mas compleja, en la medida que son descubiertos
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nuevos mecanismos de resistencia y eventualmente se necesitaran un conjunto
de pruebas diagnésticas que se complementen para identificar el tipo de

resistencia y el o los mecanismos involucrados.

2.4 Manejo de la resistencia

Debido al problema de la resistencia de las garrapatas a los garrapaticidas, los
productores deben reducir la frecuencia de aplicaciones, sin restar importancia

a su uso como herramienta basica en el control integral de parasitos.

Para reducir la frecuencia de tratamientos se sugiere la aplicacion estratégica
de garrapaticidas, previa valoracion del riesgo de infeccién o incluso del nivel
de infestacion del hospedero, realizando un conteo o estimando el niumero de

garrapatas por animal.

El control integral de parasitos, conlleva a un conjunto de estrategias cuyas
metas consideran la conservacién de productos quimicos disponibles para el
control, preservando su efectividad pero al mismo tiempo reduciendo el impacto

al ecosistema.

Para el control integral de parasitos se sugieren estrategias de control tales
como: tratamientos estratégicos, el uso de pastos anti-garrapatas, descanso de
praderas, uso de ganado resistente a las garrapatas, control biologico y la

aplicacion de vacunas contra la garrapata.
2.5 Criterios para el uso de garrapaticidas

La base para establecer un programa de control de garrapatas en el ganado
bovino es el conocimiento de la biologia de las garrapatas en cada regién. Se
debe de tomar en cuenta que existen dos fases importantes, la fase parasitica
y la fase no parasitica. La fase parasitica sobre el ganado bovino en el género
Boophilus es constante y dura de 19-21 dias; sin embargo, en el género
Amblyomma este tiempo es variable dependiendo de las condiciones
ambientales y la disponibilidad de los hospedadores que son animales de vida

silvestre.
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2.5.1 Frecuencia de aplicacion

Actualmente, la concepcion del enfoque de control de garrapatas ha cambiado.
Con el propdsito de retardar el problema de resistencia a los garrapaticidas, es
necesario desestimular la recomendacion de aquellas estrategias de control
que promuevan la extrema reduccion de las poblaciones de garrapatas en el
hospedero y el “refugio” (garrapatas que se encuentran en el ambiente que no
han recibido tratamiento con garrapaticidas) a través de tratamiento sistematico
del garrapaticida. Se ha demostrado que los ranchos que utilizan
garrapatacidas para su control por mas de 6 veces al afno tienen mas

probabilidad de generar resistencia.

La seleccidén y uso de pesticidas con baja persistencia bioldgica (tiempo que
tarda el garrapaticida en el animal para controlar garrapatas) puede ser una
estrategia util para el manejo de la resistencia, debido a una reduccién de la

exposicion parasitaria.

La frecuencia del uso de garrapaticidas se ha basado en los siguientes

umbrales:

e Umbral terapéutico. Cuando un animal requiere tratamiento debido a la
cantidad de garrapatas que afectan a los animales.

e Umbral de produccion. Acorde al nivel productivo de los animales. Esto
es mas aplicable al parasitismo producido por nematodos.

e Umbral preventivo. Para prevenir futuras infestaciones de garrapatas.

La Camparia Nacional contra la Garrapata, tenia como base que los animales
fueran tratados con garrapaticidas cada 15 dias para etapas de erradicacion, y
cada 21-28 dias para etapas de control de la garrapata del género Boophilus.
Sin embargo, actualmente en la mayoria de las areas infestadas por garrapatas

es muy dificil su erradicacién, por tal motivo lo mas conveniente es controlarlas
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mediante el uso de productos quimicos en combinacién con otras estrategias

de control.

En areas tropicales del pais los ganaderos usan los garrapaticidas cada 28-30
dias mediante calendarios establecidos (independiente de la familia de
garrapaticida usada), situacién que deberia ser cambiada ya que el uso de mas
de 6 tratamientos por ano favorece la aparicion de garrapatas resistentes.

Un criterio importante que debe ser tomando en cuenta en cada aplicacion es
el “Umbral terapéutico”, mediante la estimacién del nimero de garrapatas
Boophilus por animal (garrapatas adultas de mas de 4mm). En estudios
realizados en el trépico mexicano se ha observado que cuando los animales
tienen entre 35 y 50 garrapatas se empiezan a observar efectos negativos en la
salud y produccion de los animales. Por tal motivo, se recomienda que los
tratamientos se realicen cuando se observen mas de 30 garrapatas adultas por

animal.
En caso de que la poblacién del género Amblyomma se haya incrementado en
los animales, es necesario usar con mayor frecuencia los tratamientos con

garrapatacidas y después espaciarlos.

La seleccion de los garrapaticidas depende de:

Los antecedentes sobre los problemas de resistencia en las garrapatas
del en una zona determinada (se espera una eficacia superior al 98%).

Persistencia del producto.

Espectro del producto.

Costo de los productos comercialmente disponibles.

Cuando la resistencia esta presente no tiene sentido seguir utilizando la misma

sustancia e incluso el mismo grupo quimico, como es el caso de los piretroides
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y amidinas; sin embargo, en el caso de los organofosforados, puede existir
resistencia al diazinén y las garrapatas pueden ser controladas por un corto
periodo mediante el uso de coumafos, clorfenvinfos o clorpirifos. En este caso,
si hay otra familia que funcione para el control de garrapatas lo recomendable

es cambiar a esta nueva familia.
2.5.2 Control de calidad de los garrapaticidas

El control de calidad juega un papel preponderante para prolongar la vida util
de los garrapaticidas. La actividad de un producto depende en gran medida,
tanto de la calidad del principio activo como de su formulacion; esto ultimo en
ocasiones es un secreto comercial de diversas companias farmacéuticas, lo
que podria considerarse como una desventaja de los genéricos. La
competencia en precios y formulaciones de los garrapaticidas es saludable,
siempre y cuando se mantenga la calidad. Esta situacién y la falta de
capacitaciébn del usuario favorecen un aumento en el consumo de
garrapaticidas de bajo precio y muchas veces de dudosa calidad. En México el
organismo regulador del uso de garrapaticidas es la SAGARPA y es la
autorizada para el registro de garrapaticidas. Por lo que es recomendable
utilizar productos que tengan el registro de SAGARPA:

2.6 Métodos de control.

Antes de iniciar un programa de control de la garrapata B. microplus en una
regiébn, es necesario tener conocimiento de los aspectos ecoldgicos, la

tecnologia disponible, asi como los factores sociales y econémicos.

Existe una gran diversidad de condiciones geograficas, climaticas, de
infraestructura, asi como del desarrollo tecnolégico, que hace que una
tecnologia aplicable para un lugar sea dificil de adoptar en otro. Existen dos
formas de combatir al parasito, uno en el campo (fase libre) y otro sobre el
ganado bovino (fase parasita); sin embargo, el combate de B. microplus se ha

orientado generalmente hacia el combate de las formas parasitas.
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2.6.1 Control no quimico

Son las acciones ejercidas para controlar garrapatas sin el uso de productos

quimicos; entre los cuales se encuentran:

2.6.2 Resistencia del hospedero.

Las razas Bos indicus (Nelore, Brahaman, Gyr, Indobrasil, etc) son mas
resistentes a infestaciones graves de garrapatas que las razas Bos taurus
(Suizo, Charolais, Gelbvieh, Holstein, etc). La resistencia a las garrapatas por
parte del hospedero se manifiesta con una reducida replecion de la hembra,
prolongados periodos de alimentacion, disminucién en la ovoposicion, baja o

nula viabilidad de los huevos, cese de etapas evolutivas y muerte de ninfas.

2.6.3 Control biolégico.

Algunas especies de hormigas, Pheidole megacephala tienen efecto
depredador en la poblacién de garrapatas. Ademas, el acaro Anystis baccarum
tiene algun efecto depredador sobre la poblacion de garrapatas.

Los hongos entomopatégenos han demostrado poseer buena eficacia para el
control de las garrapatas Boophilus, en condiciones in vitro, existen
experiencias en diferentes paises utilizando especimenes de los géneros

Beauveria, Paecilomyces, Verticillum, Rhus, Fusarumy Metarhizium.

En México existen algunas garzas y pajaros que se alimentan de garrapatas y
tienen un papel importante en el control bioldgico

En los ultimos anos se ha demostrado que el control biolégico podria ser una
alternativa para el control de las garrapatas; sin embargo, es necesario realizar

mas estudios de validacién a nivel de campo.
2.6.4 Manejo.

Esta actividad que el hombre realiza, se basa fundamentalmente en modificar

el habitat natural de la garrapata para afectar su desarrollo y viabilidad en su
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fase no parasitaria. La composicién de la vegetacién tiene un efecto directo en
la sobrevivencia de las garrapatas adultas, huevos y larvas. Cuando las
garrapatas adultas repletas caen al suelo buscan un lugar oscuro y se protegen
de la radiacién solar directa. De tal forma que las praderas con alta vegetacién
y arbustos proporcionan a las garrapatas un habitat ideal para su desarrollo. La
leguminosa tropical Stylosanthes humilis puede atrapar larvas. Esta leguminosa
presenta en sus hojas y pelos, secreciones glandulares viscosas que
inmovilizan a las larvas. La planta colecta del 12% al 27% de larvas de
garrapata. Su efectividad para controlar garrapatas es limitada por la
proporcién de leguminosas en el pasto, estado fisioldgico y por su reducido
porcentaje en atrapar larvas. Otras plantas con similares propiedades anti-
garrapatas son las gramineas forrajeras: Melinis minutiflora (gordura),
Brachiaria brizantha (marandl) y Andropogon gayanus (llanero), las cuales
repelen, atrapan u obstaculizan a las garrapatas que buscan hospedero; este
tipo de plantas, cultivadas en potreros estratégicamente utilizados, reducen el
riesgo del encuentro garrapata-bovino y contribuyen a disminuir el uso de
pesticidas.

El descanso de praderas para el control de las garrapatas es otro método que
funciona y esta basado en el periodo de vida que tiene el estado no parasitario,
esto es, la longevidad total del estado no parasitario. Cuando se conoce esta
informacion en una region, es posible establecer el tiempo de descanso de las
praderas. La longevidad de las larvas en el ambiente depende de la cantidad

de vitelo que tengan en el momento de su eclosion.

El fuego afecta directamente a las garrapatas por la exposicidon que sufren a las
altas temperaturas en su estado larvario, las hembras adultas y los huevos.
Indirectamente tiene un efecto por la destruccion de la capa de vegetaciéon que
le sirve de proteccién a las garrapatas.
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2.6.5 Vacunas

En Australia se cuenta con una vacuna comercial llamada "TickGARD" para el
control de garrapatas B. microplus. Esta vacuna contiene un antigeno (Bm86)
que esta situado en la superficie de las células del intestino de la garrapata B.
microplus. Cuando un bovino es vacunado con el antigeno Bm86 se produce
una reacciéon inmunolégica mediada por anticuerpos. Cuando la garrapata
ingiere la sangre del animal vacunado, los anticuerpos especificos producen la
lisis de las células del intestino de la garrapata. Aunque el antigeno Bm86 esta
presente en la larva, ninfa y garrapata adulta, este Ultimo estado es el mas
afectado, debido al mayor volumen de sangre que ingiere la garrapata adulta.
La vacuna produce una reduccién del peso y la capacidad de postura de
huevos de las garrapatas hembras repletas en los animales vacunados. En
México se encuentra disponible la vacuna Gavac® (Laboratorio Revetmex) que
contiene el antigeno Bm86 que es producido artificialmente (antigeno
recombinante rBm86) y se aplica de forma inyectable. Con esta vacuna se ha
mostrado la induccién de una respuesta protectora en animales vacunados
bajo condiciones controladas y en pruebas de campo. Se ha encontrado una
efectividad entre el 51 y el 91 %.

2.6.6 Control quimico

El método mas eficiente para el control de garrapatas es la utilizacion de
productos quimicos a una frecuencia de tratamientos variables dependiendo
del nivel de infestacion de los animales.

Los productos quimicos se agrupan en familias que tienen similitud en su
estructura quimica y sitio de accién, sin embargo, presentan diferencias en
cuanto al sitio a atacar entre parasitos de diferentes géneros. Son muy pocos

los que tienen accion cruzada.

El método quimico utilizado como herramienta de control, se puede aplicar

considerando varias estrategias de aplicacién y formulacién del producto, la

18



seleccién depende de la idiosincrasia de los productores, recursos disponibles

y el impacto econdémico al sistema productivo.

2.6.7 Productos autorizados para el control de garrapatas en
México.

Actualmente existen 6 grupos de productos quimicos que se utilizan para el
control de garrapatas en México. Estos se dividen en: organofosforados,
piretroides, amidinas, endectocidas, fenilpirazolonas e Inhibidores del
desarrollo. Ademas se encuentran disponibles en el mercado mezclas de
productos quimicos, los cuales se recomienda usar con cuidado por el riesgo

de generar de manera mas rapida el fenémeno de resistencia.

Organofosforados: se caracterizan por inhibir la actividad de la enzima
acetilcolinesterasa (neurotransmisor), produciendo un aumento de estimulos
nerviosos de los insectos. Son lipofilicos, se absorben a través de la piel y se
acumulan en el tejido adiposo donde son liberados lentamente a la sangre y
otros liquidos fisioldgicos. Tienen una permanencia de 4 a 8 dias. Los
medicamentos de mayor uso en este grupo son: Clorfenvinfos, Clorpirifos,
Coumafos y Diazinén.

O\/P//\o - /lk/ki\\\/ K
N\

Clorpirifos Diazinén

Figura 2

Piretroides: provocan un bloqueo de la actividad motriz, o bien, causan
excitabilidad, perdida de la coordinacion de movimiento, irritabilidad, paralisis,
letargo y muerte del insecto. Los piretroides tienen un efecto residual de
aproximadamente 15 dias. Entre los farmacos mas utilizados en este grupo se

encuentran: cipermetrina, deltametrina y flumetrina.
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Figura 3

Amidinas: Se cree que ocasionan la muerte del insecto por inhibicion de la
monoaminooxidasa, aunque, no se ha dilucidado la posible participacion de los

receptores de la octopamina. El producto de mayor uso es el amitraz.

N N N

\/\/

Amitraz

Molécula 1

Endectocidas: Son las llamadas lactonas macrociclicas que incrementan la
liberacién del acido gama amino butirico (GABA) del sistema nervioso de los
insectos. Ademas se ha demostrado que el mecanismo de accién de la
moxidectina esta relacionado con la apertura de los canales de cloruro en la
conexion postsinaptica y, permite el flujo de iones, produciendo un estado
irreversible de descanso, paralisis y muerte del parasito. Son usados para el
control de endo y ectoparasitos incluyendo a las garrapatas. Se presentan dos
grupos importantes: a) avermectinas que incluyen avermectina, ivermectina,

doramectina y eprinomectina y b) milbemicinas que incluye a la moxidoctina.
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Ivermectina

Molécula 2

Fenilpirazolonas: Estan relacionadas con las avermectinas por el modo de
accion, ya que bloquea el paso de iones cloro a través del sistema receptor
GABA. El Fipronil es la sustancia activa usada para el control de garrapatas de

manera que penetre la cuticula de los ectoparasitos.

Cl

CN
/TS
— S/O

F;C N

CF3
al NH;
Fipronil

Molécula 3

Inhibidores del desarrollo: El fluazurdn, se caracteriza por interferir
principalmente en la formacion de la quitina, impidiendo la formacion de la
cuticula del ectoparasito, considerandoseles inhibidores de las mudas y del
crecimiento. La limitante de este producto es que las garrapatas tratadas no
mueren al instante, sino que su efecto es reducir la capacidad reproductiva de
las garrapatas y poco a poco se ven los efectos letales al reducir las
poblaciones de garrapatas.
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2.6.8 Propiedades deseadas de los garrapaticidas
Un garrapaticida ideal tendria que cumplir con las siguientes caracteristicas:

e Inocuos para el animal y el hombre que los maneja.

e Altamente efectivo contra todos los estados evolutivos del acaro en su
fase parasita.

e Econdmico a la dosis recomendada para lograr su efectividad

e Estables en el medio contaminado que representa un bafno sucio,
estiércol, orina y pelos que dejan los animales al pasar por él.

e Tener una buena dispersién, humectacion y ser de facil preparacion.

e No contaminar el medio ambiente.

2.7 Fenotiazina.

La fenotiazina, también llamada dibenzotiazina o tiodifenilamina, es un
compuesto cristalino de color amarillento o verdoso soluble en acido aceético
caliente, benceno y otros disolventes. Se compone de una estructura de tres
anillos en el que dos anillos de benceno se unen con un atomo de azufre y de
nitrégeno en posiciones no adyacentes. Se puede considerar como un derivado
bencénico de la tiazina y se obtiene al calentar difenilamina con azufre.

Quimicamente es un compuesto organico volatil y téxico.

Una de las sintesis mas comunes para la obtencion de fenotiazina y algunos de

sus derivados es la siguiente:

S
8 e
250°C N
Cl N Cl H
H

Figura 4

Tionacion.
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El grupo nitro es desplazado y el resto de tiobenceno migra a la posicion

ocupada por el grupo saliente, en un mecanismo concertado.

Los productos derivados de la fenotiazina se usan comunmente como
productos quimicos intermediarios en la manufactura de varios medicamentos
anti psicoticos (neurolépticos), usados en medicina para el alivio de trastornos
emocionales y mentales graves. Originalmente se desarroll6 como un tinte
sintético en el afno 1883 y se introdujo por DuPont como insecticida en 1935. A
menudo se usa como antihelmintico para ganado. Se usa también como

producto quimico industrial para la produccion de aditivos de goma.

Las fenotiazinas pesticidas actuan afectando el sistema nervioso de insectos, al
inhibir la ruptura de la acetilcolina desestabilizando a la enzima
acetilcolinesterasa. Muchos de los efectos colaterales de las fenotiazinas se
deben a su efecto anticolinesterasa. La fenotiazina es también un potente

bloqueador adrenérgico alfa.

Los farmacos antisicoticos clasicos de la clase fenotiazinica difieren en los
grupos funcionales (R1 y R2) de las posiciones 2 y 10. Dependiendo del grupo
funcional en la posicion 10 las fenotiazinas se pueden sub clasificar en tres
tipos: alifaticas, piperidinicas, y piperazinicas. Se ha observado que
sustituyentes electronegativos en la posicion 2 tienden a presentar una unién
mas intensa con los receptores de dopamina.
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Anillo fenotiazinico basico.

N Ro

Figura 5
Fenotiazinas alifaticas

Las fenotiazinas alifaticas tienen un sustituyente dimetilamina en la posicion 10.
La clorpromazina es el derivado representativo de esta clase y sigue siendo la
fenotiazina mas utilizada en todo el mundo. Con un atomo de cloro en su
carbono 2, la clorpromazina induce un efecto sedante intenso debido a sus
elevados niveles de efectos anticolinérgicos y antihistaminérgicos. Otros
miembros de este grupo son promazina, metotrimeprazina vy triflupromazina,

que ya no se comercializan en EE.UU.

Clorpromazina

CH;CH;CH,;NH*Y(CHg),

soonk

Molécula 4
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Piperidinas

Las fenotiazinas piperidinicas reciben esta denominacion por la presencia de
un anillo de piperidina en la posicion 10. Aunque los miembros de este grupo
muestran una eficacia y unos efectos adversos similares a los de las
fenotiazinas alifaticas, se caracterizan por un efecto menos potente sobre los
receptores dopamina. Tioridazina y su metabolito mesoridazina son las Unicas

comercializadas en EE.UU.

Tioridazina
K_ZD
Molécula 5

Piperazinas

Las fenotiazinas piperazinicas tienen un sustituyente piperazina en la posicion
10 y se observa un bloqueo mucho mayor sobre el receptor de dopamina, con
una afinidad menor por los receptores muscarinicos. Pertenecen a esta clase
de anti sicoticos convencionales mas potentes disponibles en EE.UU la

flufenazina, la perfenazina y la trifluroperazina.
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Trifluroperazina

O

(T

Molécula 6

2.8 Métodos de sintesis de epoxidos.

Uno de los métodos utilizados en la sintesis de epdxidos es tratando un

alqueno con un peroxiacido, RCO3H.

CH,Cl, 25°C

Figura 6

Otro método para la sintesis de epdxidos es el uso de las halohidrinas,
preparadas por la adicién electrofiica de HO-X a alquenos. Cuando las

halohidrinas se tratan con bases, se elimina HX y se produce un epoxido.

----T

H OH
Cl
2 NaOH + H,0 + NaOH
H,0 H,0
I H
cl
Figura 7
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2.8.1 Apertura de epoxidos catalizada por acidos.

Los epoxidos reaccionan con H20 en medio acido para formar glicoles con
estereoquimica anti. El mecanismo del proceso supone la protonacién del

oxigeno del anillo epoxidico seguida de un ataque nucleofilico de la molécula

de agua.

Figura 8

Los epdxidos también se pueden abrir por reacciones con acidos diferentes del
H3;O". Por ejemplo si se usan HX anhidro, un ep6xido se convierte en una

halohidrina trans.

Hl

| _aOH
HX
Eter

| WH

X
Figura 9

2.8.2 Apertura de epoxidos catalizada por bases.

La gran mayoria de los éteres no participan en reacciones de sustitucion o
eliminacién nucleofilica porque el ion alcéxido es un mal grupo saliente. Sin

embargo, los epdxidos si participan en reacciones SN2. Los epdxidos tienen
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una tension de anillo, que se libera al abrirse el anillo y esta tensiéon es mas que

suficiente para compensar la formacién del alcéxido, que es un mal grupo

0 OH
HaC " CHyCH,0H /k/
—_—
“0CH,CH3 o\/

Figura 10

saliente.

2.9 Sustitucion nucleofilica aromatica en piridinas.

En contraste con su falta de reactividad hacia la sustitucion electrofilica, las
halopiridinas 2- y 4- sustituidas experimentan con facilidad la sustitucion
aromatica nucleofilica. No asi las 3-sustituidas, porque al adicionarse el
nucledfilo la carga negativa del intermediario no pueda deslocalizarse hacia el

atomo de nitrogeno.

Posicion 2

(= @
NaNHz
Z

Posicion 4

cl
X ]
Na'OFEt Cl

ETOH /

Figura 11
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Efecto de resonancia en posicion 3
Cl Cl

Nu

Figura 12

Estas reacciones son sustituciones aromaticas nuecleofilicas tipicas. Se
presentan por adicién del nucledfilo al enlace C=N, seguido por la pérdida del

ion halogenuro del anién intermediario.
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3.0 Objetivos
Objetivo General.
Sintetizar diversos derivados de fenotiazina con sustituyentes en la posicion 10.

Objetivos Particulares.

e Obtener una nueva seria de fenotiazinas piridinicas que presenten
actividad ixodicida.
o 10-(2-(6-cloropiridin-2-iloxi) propil)-10-fenotiazina.
o 10-(2-(5-trifluorometil) piridin-2-iloxi) propil)-10-fenotiazina.
o 10-(2-(5-metilpiridin-2-iloxi) propil)-10-fenotiazina.
o 10-(2-(3, 6-dimetilpirazin-2-iloxi) propil)-10-fenotiazina.
e Caracterizar las fenotiazinas piridinicas mediante resonancia magnética
nuclear de protén y carbono 13 (RMN 1H y 13C), infrarrojo (IR) y

espectrometria de masas (EM).
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Ruta Sintética Propuesta

El desarrollo de la investigacion se plante6 tomando como referencia una ruta
sintética que permitiera obtener los compuestos heterociclicos
correspondientes de una manera sencilla. La ruta elegida inicia con la
abstraccién del hidrogeno en la posicion 10 de la fenotiazina con hidruro de
sodio en THF seco, el amiduro obtenido permitié la apertura del anillo del
epoxido mediante una Sn2; el alcéxido de sodio generado por esta apertura fue
tratado con varios halo piridinas para obtener el producto correspondiente. El
alcoxido también se hizo reaccionar con una halo pirazina, la 3-cloro-2,5-

dimetilpirazina.

e INE tar el

1la= 2, 6-dicloropiridina

1b= 2-cloro-5-(trifluorometil) piridina

1c= 2-cloro-5-metilpiridina

1d= 3-cloro-2, 5-dimetilpirazina

A continuacion se explica brevemente las diferentes etapas de la reaccion
general:
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Primera Etapa. Desprotonacion de la fenotiazina.

La primera etapa de la ruta de sintesis para la obtencion de los productos es la
desprotonacion de la fenotiazina, aprovechando que el hidrégeno en la posicion
10 de la fenotiazina es acido porque la base conjugada que se genera se
puede deslocalizar hacia los anillos bencénicos. Para asegurar tener una

concentracion alta de base conjugada utilizamos NaH.

+
Na

N
S THF, 0°C s

Esquema 2

ZT

Segunda Etapa. Apertura del oxirano.

La base conjugada de la fenotiazina se hizo reaccionar con el 2-metiloxirano,
llevandose a cabo una sustitucion nucleofilica bimolecular (Sy2) sobre el atomo
de carbono menos sustituido, generandose un alcéxido que se usé en la etapa

siguiente.

+
Na

-+

o Na
N 0 THF N
(L1 A L0
) )

Esquema 3
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Tercera Etapa. Adicidn de sustrato

Una vez que se formo el alcoxido correspondiente se agregd una halo piridina,

y por medio de una sustitucién nucleofilica aromatica condujo a la piridin

fenotiazina correspondiente.

THF

Esquema 4
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RESULTADOS Y DISCUSION



4.0 Resultados y Discusion

Los resultados que se muestran en la siguiente tabla, resumen parte de todo el

trabajo realizado en esta investigacion. En base a ellos iremos formando ciertos

criterios para un analisis sobre cual es la viabilidad que existe para llegar a

utilizar alguno de estos productos como ixodicida y poder contribuir al

problema que existe en las regiones ganaderas del pais con las infestaciones

de garrapata.

Resumen de los resultados obtenidos

Tabla 1.0
Compuesto Caracteristicas Rendimiento Punto de
fusion
~ ]
>
O N Cl Cristales blancos 95 % 78-80 °C
L
S
F1
= CF3
r
o N Cristales blancos 92 % 75-78 °C
0O
S
F2
_ ]
KL N
! o N Cristales blancos 21 % 95-98 °C
O
F3
N
~
i -
= Cristales blancos 57 % 94-96 °C

oo

F4
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El presente trabajo consisti6 en obtener en un solo paso, con reacciones
conocidas y utilizando materias primas accesibles, derivados de fenotiazina con
sustituyentes en la posicién 10. En el cuadro de resultados podemos observar

que los cuatro productos obtenidos cumplen con dicha caracteristica.

Para poder analizar los resultados, tendremos que recordar que en la tercera
etapa de la reaccién hemos formado un alcoxido, el cual se hace reaccionar
con distintas halo piridinas, mediante una sustitucion nucleofilica aromatica.
También es importante mencionar, que en este tipo de reacciones los

sustituyentes en el anillo de nuestras halo piridinas juegan un papel importante.

Observemos la parte piridinica de los compuestos que presentamos en la tabla
1. En los dos primeros compuestos, es donde obtuvimos los mejores
rendimientos. Para el compuesto F1, obtuvimos un rendimiento del 95% y para
F2, obtuvimos un rendimiento del 92%. Estos rendimientos altos, son debido a
que las halo piridinas de las cuales provienen, tienen sustituyentes que son
atractores y al entrar en resonancia con el anillo la carga queda sobre el atomo
de nitrdgeno estabilizando la molécula. Esto provoca que la ultima parte de la

reaccion proceda de mejor y con mejores rendimientos.

Para el compuesto F3, obtuvimos un rendimiento del 22%. Utilizando el mismo
razonamiento, podemos decir que la presencia del grupo metilo, el cual es un
donador de electrones en la sustitucién nucleofilica aromatica, provoca que al
entrar en resonancia la carga negativa del intermediario no pueda

deslocalizarse en el atomo de nitrogeno.

Para el compuesto F4, obtuvimos un rendimiento del 57%. A diferencia de los
otros tres productos, en el Ultimo paso de reaccion esta se hace reaccionar con
una halo pirazina (3-cloro-2, 5-dimetilpirazina). Es necesario mencionar que la
sustitucion nucleofilica aromatica en piridinas, se da preferentemente en las
posiciones 2 y 4. También se puede dar en la posicion 3, pero es menos
favorecida ya que la carga negativa del intermediario no puede deslocalizarse
en el atomo de nitrégeno. Este compuesto al igual que F3, tiene sustituyentes
metilos, pero para este compuesto el rendimiento es mas alto pues la presencia

de un atomo de nitrégeno en la posicion 4, favorece un poco mas la reaccion.
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Con todo lo antes mencionado, podemos decir que un punto importante para
que las reacciones de este tipo se den con mejores rendimientos, es la eleccién
de las halo piridinas con las cuales haremos reaccionar nuestro alcoxido.
Preferentemente tendremos que elegir piridinas que tengan sustituyentes que
sean atractores de electrones, favoreciendo las reacciones de sustitucion

nucleofilica aromatica.

4.1 Espectroscopia de IR, RMN 'H, '3C y Espectrometria de masas del
producto 10-(2-(6-cloropiridin-2-iloxi) propil)-10-fenotiazina

O

F1

Para el compuesto F1, en el espectro de infrarrojo (IR), se observan las
siguientes sefales: para la parte aromética observamos las confirmaciones en
las sefiales de 3053 cm™, 1593 — 1570 cm™' y 756 — 744 correspondientes a los
enlaces C-H (no saturados), C=C y la 2, 6 disustitucion. Alrededor de 2981 —
2877 cm™ se encuentran las sefales para los estiramientos simétricos y
asimétricos de metilos y metileno la confirmacién se presenta en las sefales
que aparecen en 1452 — 1384 cm’'. Las sefales que confirman la presencia de
un éter (vinilico — aromatico) son observadas en 1257 y 1075 cm™. La banda
correspondiente al enlace C-Cl se observa en 731 cm™.
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Tabla 1.1

IR. Pastilla

Frecuencias caracteristicas de absorcion infrarrojo (cm™) del compuesto

F1
Enlace Asignacion Intervalo
C-H Aromatico 3053
CHjs, CH, Metilos y Metilenos 2981 — 2877
C=C Aromatico 1607 — 1559
CHas, CH, Metilos y Metilenos 1452 — 1384
C=C-O-R Eter 1257
C=C-O-R Eter 1075
2,6 disustitucion Aromatico 796 — 744
C-Cl Halogenado 731
J
h i Nk

F1

En el espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN 'H) se
tienen las siguientes sefnales: se observo una senal en forma de multiplete en
el intervalo de 7.32 - 7.16 ppm, asignado a los hidrogenos (a, b y d), los cuales
tienen un entorno electrénico similar complicando la identificacion de cada uno
de ellos. De igual forma se observa otro multiplete en el intervalo de 7.04 —
6.85 ppm, asignado a los hidrégenos (c e i). Se observan dos dobles de dobles

en 4.34 y 3.79 ppm, asignados a los hidrogenos (e y f), del metileno; los cuales
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son hidrégenos diasterotopicos ya que el entorno electronico de ellos es
diferente. En 5.57 ppm, se observa un multiplete, del hidrégeno (g), debido al
acoplamiento con los hidrogenos diasterotopicos (e y f), asi como los
hidrogenos (h), del metilo. La sefial en 1.43 ppm se presenta como un doblete
y corresponde a los hidrégenos (h), del metilo. Esta senal es la que se puede
ver a campo més alto en todo el espectro debido a la hibridacion sp® del
carbono al que se encuentra unido. De los hidrogenos de la piridina, se observa
un doble de dobles en 7.52 ppm, correspondiente al hidrégeno (j), el cual
debido a la sustitucion en para con respecto al nitrégeno, tiene un mayor
desplazamiento quimico que aquellos hidrogenos que se encuentren en
posicion meta. En 6.62 ppm, observamos un doble de debles correspondiente
al hidrégeno (k), el cual al ser el hidrégeno mas cercano al &tomo de cloro es el
que recibe un mayor efecto inductivo, produciendo que sea el hidrogeno de la

piridina que tiene un menor desplazamiento quimico.
Tabla 1.2

RMN 'H 300 MHz (CDCI; ppm)

Asignacion Tipo de Proton Integracion y & ppm J Hz
Multiplicidad
a,b,d Aromatico 6H,m 7.32-7.16
C,i Aromatico 3H,m 7.04 —6.85
E CH, 1H,dd 4.34
F CH, 1H,dd 3.79
G CH 1H,m 5.57
H CH;3 3H,d 1.43
J Aromatico 1H,dd 7.52 8.17,7.58
K Aromatico 1H,dd 6.62 8.17,0.65
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En el espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN '*C) se
observaron las siguientes sefiales: a campo mas alto, 18.06, 50.87 y 69.20
ppm, las sefnales son asignadas al metilo (i), metileno (g) y metino (h) de la
parte alifdtica del compuesto. Las sefales correspondientes a los anillos
aromaticos se presentan todas arriba de 100 ppm. Para los carbonos de la
fenotiazina observamos diferentes sefales en 116.33, 122.76, 125.63, 127.37,
127.48 y 145.43 ppm, correspondientes a los carbonos (f, d, b, c, e y a), Para
los carbonos de la piridina observamos diferentes sefnales en 109.40, 116.23,
140.82, 148.19 y 162.81 ppm, correspondientes a los carbonos (k, m, [, ny j) en
este caso podemos observar como la conjugacién del anillo afecta el
desplazamiento quimico de los carbonos, ya que los carbonos en posiciones
orto y para tienen un mayor apantallamiento, mientras que los carbonos en

posicion meta al tener un menor apantallamiento aparecen a campo mas bajo.
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Tabla 1.3

RMN 3C 75 MHz (CDCls)

Asignacion Tipo de Carbono & ppm
a Cuaternario 145.33
b CH 125.63
c CH 127.37
d CH 122.76
e CH 127.48
f Cuaternario 116.33
g CH, 50.87
h CH 69.20
[ CH; 18.06
i Cuaternario 162.81
k CH 109.40
I CH 140.82
m CH 116.23
n Cuaternario 148.19

En el espectro de Espectroscopia de Masas (EM), se observo el ion molecular
en 368 m/z, que corresponde al peso molecular del compuesto F1. Muestra un
pico base en 239 m/z, el cual proviene de la pérdida de la piridina unida al

atomo de oxigeno.
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4.2 Espectroscopia de IR, RMN 'H, '*C y Espectrometria de masas del
producto 10-(2-(5-(trifluorometil) piridin-2-iloxi) propil)-10-fenotiazina

e
0

Para el compuesto F2, en el espectro de infrarrojo (IR), se observan las
siguientes sefales: para la parte aromatica observamos las confirmaciones en
las sefiales de 3052 cm™, 1615 — 1571 cm™ y 752 cm™', correspondientes a los
enlaces C-H (no saturado), C=C y la 2, 5 disustitucion. Alrededor de 2983 —
2878 cm” se encuentran las sefiales para los estiramientos simétricos y
asimétricos de metilos y metilenos la confirmacién se presenta en las
sefiales que aparecen en 1458 — 1383 cm™'. Las sefales que confirman la
presencia de un éter (vinilico — aromatico) son observadas en 1257 y 1075 cm’
' La banda correspondiente al enlace C-F se observa en 1336 cm™.

Tabla 1.4
IR. Pastilla

Frecuencias caracteristicas de absorcion infrarrojo (cm™) del compuesto
F2

Enlace Asignacion Intervalo
C-H Aromatico 3052
CHg, CH,» Metilos y Metilenos 2983 — 2878
C=C Aromatico 1615 - 1571
CHs, CH, Metilos y Metilenos 1458 — 1383
C-F Halogenado 1336
C=C-O-R Eter 1254
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C=C-O-R Eter 1080

2, 5 disustitucion Aromatico 752

F2

En el espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN 'H) se
tienen las siguientes sefnales: se observo una senal en forma de multiplete en
el intervalo de 7.24 - 7.03 ppm, asignado a los hidrogenos (a, b y d), los
cuales tienen un entorno electrénico similar complicando la identificacion de
cada uno de ellos. A diferencia de una sefial que se observa como un doble de
doble de dobles en 6.94 ppm correspondiente al hidrégeno (c), el cual presenta
menor efecto inductivo que los hidrégenos vecinos del anillo de la fenotiazina,
permitiendo su identificacion. Se observan dos dobles de dobles en 4.30 y 3.91
ppm, asignados a los hidrégenos (e y f), del metileno; los cuales son
hidrégenos diasterotopicos ya que el entorno electrénico entre ellos es
diferente. En 5.71 ppm, se observa un multiplete, del hidrégeno (g), debido al
acoplamiento con los hidrogenos diasterotopicos (e y f), asi como los
hidrogenos (h), del metilo. La sefial en 1.44 ppm se presenta como un doblete
y corresponde a los hidrégenos (h), del metilo. Esta senal es la que se puede
ver a campo mas alto en todo el espectro debido a la hibridacion sp® del
carbono al que se encuentra unido. De los hidrogenos de la piridina, se observa
un doblete en 6.74 ppm, correspondiente al hidrogeno (i), el cual debido a la
sustitucién en meta con respecto al nitrégeno, tiene un mayor apantallamiento y
aparece a campo mas alto. En 7.74 ppm, observamos un doble de dobles
correspondiente al hidrégeno (j) y comparando el doblete que observamos en

8.30 ppm, correspondiente al hidrogeno (k), podemos darnos cuenta como la
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presencia de atomos con un alta densidad electronica, afecta el
desplazamiento quimico de los hidrogenos.
Tabla 1.5
RMN 'H 300 MHz (CDCls ppm)
Asignacion Tipo de Protén Integracion y & ppm J Hz
Multiplicidad
a,b,d Aromético 6H,m 7.24-7.03
C Aromatico 2 H, ddd 6.94 7.43,7.43,1.09
E CH, 1H,dd 4.30
F CH, 1 H, dd 3.91
G CH 1H,m 5.71
H CH; 3H,d 1.44
| Aromatico 1H,d 6.74 8.71
J Aromatico 1 H, dd 7.74 8.73, 2.50
K Aromatico 1H,d 8.30 0.88

F2

En el espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN 'C) se

observaron las siguientes sefales: a campo mas alto, 17.93, 51.47 y 69.29

ppm, las sefales son asignadas al metilo (i), metileno (g) y metino (h) de la

parte alifatica del compuesto. Las sefiales correspondientes a los anillos

aromaticos se presentan todas arriba de 100 ppm. Para los carbonos de la
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fenotiazina observamos diferentes senales en 118.72, 122.80, 125.94, 127.26 y
144,79 ppm, correspondientes a los carbonos (f, d, b, ¢, e y a), Para los
carbonos de la piridina observamos diferentes senales en 111.50, 116.04,
144.74,145.40 y 165.35 ppm, correspondientes a los carbonos (k, m, I, ny j) en
este caso podemos observar como la conjugacién del anillo afecta el
desplazamiento quimico de los carbonos, ya que los carbonos en posiciones
orto y para tienen un mayor apantallamiento, mientras que los carbonos en
posicion meta al tener un menor apantallamiento aparecen a campo mas bajo.
También observamos en 135.73 ppm, las sefial correspondiente al carbono (i),
el cual a pesar de ser un carbono con hibridacién sp® al estar unido a tres
atomos de fluor recibe un gran efecto inductivo y es por ello que aparece tan a

campo bajo
Tabla 1.6

. RMN *C 75 MHz (CDCl,)

Asignacion Tipo de Carbono & ppm
a Cuaternario 144.79
b CH 125.94
c CH 127.26
d CH 122.80
e CH 127.54
f Cuaternario 118.72
g CH; 51.47
h CH 69.29
i CH; 17.93
j Cuaternario 165.35
k CH 111.50
I CH 144.74
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m CH 116.40

n CH 145.40

fi CF3 135.73

En el espectro de Espectrometria de Masas (EM), se observé el ion molecular
en 402 m/z, que se relaciona al peso molecular del compuesto F2. Muestra un
pico base en 239 m/z, el cual proviene de la pérdida de la piridina unida al

atomo de oxigeno.

4.3 Espectroscopia de IR, RMN 'H, *C y Espectrometria de masas del
producto 10-(2-(5-metilpiridin-2-iloxi) propil)-10-fenotiazina

LT
CL0

Para el compuesto F3, en el espectro de infrarrojo (IR), se observan las
siguientes sefales: para la parte aromética observamos las confirmaciones en
las sefiales de 3058 cm™', 1609 — 1573 cm™ y 754 cm™', correspondientes a los
enlaces C-H (no saturado), C=C y la 2,4 disustitucion. Alrededor de 2971 —
2872 cm™ se encuentran las sefales para los estiramientos simétricos y
asimétricos de metilos y metilenos la confirmacién se presenta en las
sefiales que aparecen en 1457 — 1387 cm™'. Las sefiales que confirman la

presencia de un éter (vinilico — aromatico) son observadas en 1251 y 1069 cm’
]
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Tabla 1.7

IR. Pastilla

Frecuencias caracteristicas de absorcion infrarrojo (cm™) del compuesto

F3
Enlace Asignacion Intervalo

C-H Aromatico 3058
CHs, CH, Metilos y Metilenos 2971 — 2872
C=C Aromatico 1609 — 1573
CHjs, CH; Metilos y Metilenos 1457 — 1387

C=C-O-R Eter 1251

C=C-O-R Eter 1069

2, 5 disustitucion Aromatico 745

] 1
h | P

F3

En el espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN 'H) se
tienen las siguientes senales: se observo una senal en forma de multiplete en
el intervalo de 7.23 - 7.10 ppm, asignado a los hidrogenos (a, b y d), los
cuales tienen un entorno electrénico similar complicando la identificacion de
cada uno de ellos. A diferencia de una sefial que se observa como un doble de
doble de dobles en 6.93 ppm correspondiente al hidrégeno (c), el cual presenta
menor efecto inductivo que los hidrégenos vecinos del anillo de la fenotiazina,
permitiendo su identificacion. Se observan dos dobles de dobles en 4.33 y 3.84
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ppm, asignados a los hidrégenos (e y f), del metileno; los cuales son
hidrogenos diasterotopicos ya que el entorno electrénico entre ellos es
diferente. En 5.56 ppm, se observa un multiplete, del hidrégeno (g), debido al
acoplamiento con los hidrogenos diasterotopicos (e y f), asi como los
hidrogenos (h), del metilo. La sefial en 1.40 ppm se presenta como un doblete
y corresponde a los hidrégenos (h), del metilo. Esta senal es la que se puede
ver a campo méas alto en todo el espectro debido a la hibridacion sp® del
carbono al que se encuentra unido. De los hidrogenos de la piridina, se observa
un doblete 6.60 ppm, correspondiente al hidrogeno (i), el cual debido a la
sustitucién en meta con respecto al nitrégeno, tiene un mayor apantallamiento y
aparece a campo mas alto. En 7.38 ppm, observamos un doble de dobles
correspondiente al hidrogeno (j). En 7.96 ppm, observamos un doble de dobles
correspondiente al hidrégeno (k), el cual recibe un efecto inductivo dada su
cercania al atomo de nitrégeno. Finalmente observamos en 2.25 ppm, un

singulete correspondiente al metilo de la piridina.
Tabla 1.8

RMN 'H 300 MHz (CDCI; ppm)

Asignacion Tipo de Protén Integracion y 6 ppm J Hz
Multiplicidad
a,b,d Aromatico 6H,m 7.23-7.10
C Aromatico 2 H, ddd 6.93 7.79,7.47,1.90
E CH, 1H,dd 4.33
F CH, 1H,dd 3.84
G CH 1H, m 5.56
H CH;3 3H,d 1.40
I Aromatico 1H,d 6.60 8.71
J Aromatico 1H,dd 7.38 8.38, 2.43
K Aromaético 1H,dd 7.96 1.48, 0.66
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L CHs 3H,s 2.25

F3

En el espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN 'C) se
observaron las siguientes senales: a campo mas alto, 17.51, 18.25, 51.60 y
68.15 ppm, las sefales son asignadas a los metilos (j y i), metileno (g) y
metino (h) de la parte alifatica del compuesto. Las sefales correspondientes a
los anillos aromaticos se presentan todas arriba de 100 ppm. Para los carbonos
de la fenotiazina observamos diferentes sefiales en 122.76, 125.74, 127.39,
127.58 y 145.70 ppm, correspondientes a los carbonos (d, b, ¢, e y a), Para
los carbonos de la piridina observamos diferentes sefiales en 110.83, 116.27,
139.86, 146.31 y 161.56 ppm, correspondientes a los carbonos (k, m, |, ny j)
en este caso podemos observar como la conjugaciéon del anillo afecta el
desplazamiento quimico de los carbonos, ya que los carbonos en posiciones
orto y para tienen un mayor apantallamiento, mientras que los carbonos en

posicion meta al tener un menor apantallamiento aparecen a campo mas bajo.
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Tabla 1.9

RMN *3C 75 MHz (CDCls)

Asignacion Tipo de Carbono & ppm
a Cuaternario 144.70
b CH 125.74
c CH 127.39
d CH 122.76
e CH 127.58
f Cuaternario No se observa
g CH, 51.60
h CH 68.18
i CHs, 17.51
i Cuaternario 161.56
k CH 110.83
I CH 139.86
m Cuaternario 116.27
n CH 146.31
n CH; 18.25

En el espectro de Espectrometria de Masas (EM), se observo el ion molecular

en 348 m/z, que se relaciona al peso molecular del compuesto F3. Muestra un

pico base en 239 m/z, el cual proviene de la pérdida de la piridina unida al

atomo de oxigeno.
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4.4 Espectroscopia de IR, RMN 'H, 3C y Espectrometria de masas del
producto 10-(2-(3, 6-dimetilpirazin-2-iloxi) propil)-10-fenotiazina

AT
LD

Para el compuesto F4, en el espectro de infrarrojo (IR), se observan las
siguientes sefales: para la parte aromatica observamos las confirmaciones en
las sefiales de 3058 cm™', 1594 — 1488 cm™ y 747 cm™', correspondientes a los
enlaces C-H (no saturado), C=C y la 2, 3, 5 trisustitucion. Alrededor de 2987 —
2879 cm™ se encuentran las sefales para los estiramientos simétricos y
asimétricos de metilos y metilenos la confirmacién se presenta en las
sefales que aparecen en 1456 — 1397 cm™'. Las sefiales que confirman la

presencia de un éter (vinilico — aromatico) son observadas en 1258 y 1069 cm’
;

Tabla 1.10

IR. Pastilla

Frecuencias caracteristicas de absorcion infrarrojo (cm™) del compuesto
F4

Enlace Asignacion Intervalo
C-H Aromético 3058
CHs, CH, Metilos y Metilenos 2987 - 2879

C=C Aromético 1594 — 1488
CHs, CH, Metilos y Metilenos 1456 - 1397
C=C-O-R Eter 1258
C=C-O-R Eter 1069
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2, 3, 5 trisustitucion Aromético 747

h

g N\ !
e, f ko: || .
SIS

F4

En el espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN 'H) se
tienen las siguientes senales: se observo una senal en forma de multiplete en
el intervalo de 7.21 - 7.10 ppm, asignado a los hidrogenos (a, b y d), los
cuales tienen un entorno electrénico similar complicando la identificacion de
cada uno de ellos. A diferencia de una sefial que se observa como un doble de
deble de dobles en 6.93 ppm correspondiente al hidrégeno (c), el cual presenta
menor efecto inductivo que los hidrégenos vecinos del anillo de la fenotiazina,
permitiendo su identificacion. Se observan dos dobles de dobles en 4.29 y 3.89
ppm, asignados a los hidrégenos (e y f), del metileno; los cuales son
hidrégenos diasterotopicos ya que el entorno electrénico entre ellos es
diferente. En 5.65 ppm, se observa un multiplete, del hidrégeno (g), debido al
acoplamiento con los hidrogenos diasterotopicos (e y f), asi como los
hidrogenos (h), del metilo. La sefial en 1.45 ppm se presenta como un doblete
y corresponde a los hidrégenos (h), del metilo. Esta senal es la que se puede
ver a campo mas alto en todo el espectro debido a la hibridacion sp® del
carbono al que se encuentra unido. En 7.85 ppm, observamos un singulete
correspondiente al hidrégeno (i). en 2.43 ppm, observamos un doble de dobles
correspondiente a los hidrégenos (j y k), los cuales debido al a la hibridacién

sp® del carbono al que estan unidos aparecen a campo alto.
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Tabla 1.11

RMN "H 300 MHz (CDCl3 ppm)

Asignacion Tipo de Proton Integracion y & ppm J Hz
Multiplicidad
a,b,d Aromatico 6H,m 7.21-7.10

C Aromatico 2 H, ddd 6.93 7.85,5.85, 2.62
E CH, 1H,dd 4.29

F CH, 1H,dd 3.89

G CH 1H, m 5.65

H CH; 3H,d 1.45

I Aromatico 1H,s 7.85
j. k CH; 6 H, dd 2.24

i
-Nk1

b 17
g ~O|
N, RN

I
§7 I
F4

En el espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN 'C) se
observaron las siguientes senales: a campo mas alto, 18.12, 18.66, 20.55,
51.37, ppm, las senales son asignadas a los metilos (A, | e i), metileno (g) y
metino (h) de la parte alifatica del compuesto y de los metilos en el anillo de la
pirazina. Las senales correspondientes a los anillos aromaticos se presentan
todas arriba de 100 ppm. Para los carbonos de la fenotiazina observamos
diferentes sefales en 122.71, 125.71, 127.13, 127.49, 134.31 y 145.40 ppm,
correspondientes a los carbonos (f, b, ¢, e, d y a), Para los carbonos de la
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pirazina observamos diferentes senales en 116.09, 141.00, 147.21 y 157.06
ppm, correspondientes a los carbonos (m, n, Ky j).

Tabla 1.12

RMN '3C 75 MHz (CDCl5)

Asignacion Tipo de Carbono & ppm
A Cuaternario 145.40
B CH 125.71
C CH 127.13
D CH 134.31
E CH 127.49
F Cuaternario 122.71
G CH, 51.37
H CH 68.53
[ CH; 20.55
J Cuaternario 157.06
K Cuaternario 147.21
L CH; 18.66
M Cuaternario 116.09
N Cuaternario 141.00
N CH; 18.12

En el espectro de Espectrometria de Masas (EM), se observo el ion molecular
en 363 m/z, que se relaciona al peso molecular del compuesto F4. Muestra un
pico base en 239 m/z, el cual proviene de la pérdida de la pirazina unida al

atomo de oxigeno.
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CAPITULO QUINTO

PARTE EXPERIMENTAL



5.0 Parte Experimental

5.1 Reactivos

Todos los sustratos y materias primas fueron obtenidos de Aldrich. Los
disolventes usados Q. P. fueron obtenidos de la compania Aldrich. Algunos
disolventes como cloroformo, diclorometano y hexano se usaron después de
una destilacion simple. El tetrahidrofurano (THF) fue secado sobre sodio

empleando benzofenona como indicador.

5.2 Equipos

Los espectros de infrarrojo (IR) se realizaron en un espectrofotdmetro Perkin-
Elmer FITR 1605. Las determinaciones se realizaron en pelicula o pastilla de
bromuro de potasio, dependiendo del estado fisico de las muestras. Las
unidades se expresan en cm™.

Los espectros de RMN se realizaron en un espectrofotdmetro Varian Unity
Inova 300 Autoswitchable '*C-*'P, 'H-'F empleando una frecuencia de
300MHz para 'H y 75MHz para '3C, utilizando como referencia interna TMS.
Como disolventes se emplearon CDCls. Los desplazamientos quimicos () de
las senales estan expresadas en partes por millon (ppm) y las constantes de
acoplamiento (J) estan expresadas en Hertz (Hz).

Los espectros de masas se realizaron en el CINVESTAV en un
espectrofotdmetro Agilent ESI-TOF 1100 HPLC, para cada analisis se da el
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valor (m/z) del ion molecular (M), el pico base (100%) y los fragmentos
correspondientes. La introduccion de la muestra se realizd por insercion directa
aplicando la técnica de ESI, generando un vacio de 1E® Torr.

La purificacion de los productos se realizé por cromatografia en columna flash
utilizando gel de silice Merck 60 (230-400 mesh).

La pureza de los productos y el seguimiento de reaccién se determinaron
cualitativamente mediante el uso de cromatografia en capa fina (ccf) utilizando
placas de vidrio y aluminio de 4 X 2 cm, cubiertas de gel de silice como

adsorbente y se revelaron con luz ultravioleta.

5.3 Obtencioén de Productos
5. 3. 1. 10-(2-(6-cloropiridin-2-iloxi) propil)-10-fenotiazina

En un matraz bola de 100 ml equipado con agitacion magnética se suspendid
1.98 g, (80 mmol) de hidruro de sodio al 25% aceite mineral en 50 ml de THF
seco y bajo atmosfera de nitrégeno a 0°C y bafno de hielo-agua se adicionaron
1.08 g, (5.41 mmol) de fenotiazina disuelta en THF (10 mL), se deja agitando
a 0°C por 40 min, en seguida se agrego 0.87 g (1.1mL, 15 mmol) de oxido de
propileno. Se deja reaccionando durante 24 horas, posteriormente se adiciono
0.67 g (0.6 mL, 5.25 mmol) de 2,6-dicloro-piridina a reflujo por 48 horas. La
reaccion se siguio por ccf utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo 98-
2, terminado el tiempo de reaccion se dejo a temperatura ambiente se adiciono
agua-hielo y se extra con éter etilico (5X20 ml), la fase organica se seco con
Na,SO4 anhidro., se evaporo al vacio, la mezcla de reaccion se purifico por
cromatografia flash, utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo 98 - 2,
obteniéndose un soélido blanco 1.88 g de producto con 95 % de rendimiento y
punto de fusion 78-80 °C.
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5. 3. 2. 10-(2-(5-(trifluorometil) piridin-2-iloxi) propil)-10-fenotiazina

En un matraz bola de 100 ml equipado con agitacion magnética se suspendid
1.98 g, (80 mmol) de hidruro de sodio al 25% aceite mineral en 50 ml de THF
seco y bajo atmosfera de nitrégeno a 0°C y bafno de hielo-agua se adicionaron
1.04 g, (5.21 mmol) de fenotiazina disuelta en THF (10 mL), se deja agitando
a 0°C por 40 min, en seguida se agrego 0.87 g (1.1mL, 15 mmol) de oxido de
propileno. Se deja reaccionando durante 24 horas, posteriormente se adiciono
0.95 g (0.7 mL, 5.283 mmol) de 2-cloro-5-(trifluorometil) piridina a reflujo por 48
horas. La reaccién se sigui6 por ccf utilizando como eluyente hexano-acetato
de etilo 98-2, terminado el tiempo de reaccion se dejo a temperatura ambiente
se adiciono agua-hielo y se extra con éter etilico (5X20 ml), la fase organica se
seco con NaSO, anhidro., se evaporo al vacio, la mezcla de reaccion se
purifico por cromatografia flash, utilizando como eluyente hexano-acetato de
etilo 98 - 2, obteniéndose un sdlido blanco 1.84 g de producto con 92 % de
rendimiento y punto de fusion 75-78 °C.

5. 3. 3. 10-(2-(5-metilpiridin-2-iloxi) propil)-10-fenotiazina

En un matraz bola de 100 ml equipado con agitacion magnética se suspendid
1.96 g, (82 mmol) de hidruro de sodio al 25% aceite mineral en 50 ml de THF
seco y bajo atmosfera de nitrégeno a 0°C y bafno de hielo-agua se adicionaron
1.02 g, (6.12 mmol) de fenotiazina disuelta en THF (10 mL), se deja agitando
a 0°C por 40 min, en seguida se agrego 0.87 g (1.1mL, 15 mmol) de oxido de
propileno. Se deja reaccionando durante 24 horas, posteriormente se adiciono
0.57 g (0.5 mL, 4. 46 mmol) de 2-cloro-5-metilpiridina a reflujo por 72 horas. La
reaccion se siguié por ccf utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo 98-
2, terminado el tiempo de reaccion se dejo a temperatura ambiente se adiciono
agua-hielo y se extra con éter etilico (5X20 ml), la fase organica se seco con
Na,SO, anhidro., se evaporo al vacio, la mezcla de reaccién se purifico por

cromatografia flash, utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo 99 - 1,
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obteniéndose un soélido blanco 0.36 g de producto con 21 % de rendimiento y
punto de fusion 95-98 °C.

5. 3. 4. 10-(2-(3, 6-dimetilpirazin-2-iloxi) propil)-10-fenotiazina

En un matraz bola de 100 ml equipado con agitacion magnética se suspendid
1.92 g, (80 mmol) de hidruro de sodio al 25% aceite mineral en 50 ml de THF
seco y bajo atmosfera de nitrégeno a 0°C y bafo de hielo-agua se adicionaron
1.01 g, (65.06 mmol) de fenotiazina disuelta en THF (10 mL), se deja agitando
a 0°C por 40 min, en seguida se agrego 0.87 g (1.1mL, 15 mmol) de oxido de
propileno. Se deja reaccionando durante 24 horas, posteriormente se adiciono
0.75 g (0.65 mL, 5.25 mmol) de 3-cloro-2, 5-dimetilpirazina a reflujo por 48
horas. La reaccién se sigui6 por ccf utilizando como eluyente hexano-acetato
de etilo 98-2, terminado el tiempo de reaccion se dejo a temperatura ambiente
se adiciono agua-hielo y se extra con éter etilico (5X20 ml), la fase organica se
seco con Na,SO, anhidro., se evaporo al vacio, la mezcla de reaccion se
purifico por cromatografia flash, utilizando como eluyente hexano-acetato de
etilo 96 - 4, obteniéndose un sélido blanco 1.84 g de producto con 57 % de

rendimiento y punto de fusién 94-96 °C.
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6.0 Conclusiones

Se lograron sintetizar cinco nuevos derivados de la fenotiazina con
sustituyentes en posicion 10.

Se lograron sintetizar dichos compuestos, con reacciones sencillas y en

un mismo matraz, optimizando los tiempos de reaccion.

Se caracterizaron cuatro fenotiazinas piridinicas y una fenotiazina
pirazinica mediante resonancia magnética nuclear de hidrégeno y
carbono 13 (RMN 'H y C), infra rojo (IR) y espectrometria de masas
(EM).
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8.0 Anexos.
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