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RESUMEN

En el presente trabajo, se presenta el disefio sintético para la preparacion de
nuevas moléculas anfipaticas de la familia gemini con potencial actividad
antihelmintica sobre nematodes gastrointestinales que afectan la sanidad de los
animales de produccion. El objeto de la tesis es contribuir en el desarrollo de nuevos
productos, aportando una solucidn en materia de manejo de la resistencia
antihelmintica (rotacion de principios activos) que representa una nueva problematica
a resolver en favor de la produccion pecuaria argentina.

El esquema de sintesis de las nuevas moléculas diméricas involucra no menos
de tres etapas de sintesis. De esta manera, eligiendo cuidadosamente los materiales
de partida, fue posible dirigir estratégicamente la sintesis de surfactante con dos
grupos hidrofilicos y dos cadenas hidrofébicas. El estudio de dichos compuestos
constituye un area de investigacion y desarrollo en expansién gracias a las
excepcionales propiedades que estos compuestos presentan en disolucion acuosa.
Por ejemplo, concentraciones micelares criticas (CMC) menores a la de los
surfactantes convencionales monoméricos, mejor desempefo en la disminucion de la
tension superficial del agua y la propiedad de formar agregados con diferentes
morfologias, entre otras.

Se presenta ademas el estudio y desarrollo de diferentes pruebas de actividad
bioldgica de los productos puros sintetizados frente a nematodes gastrointestinales de
interés veterinario.

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos de los ensayos de actividad
bioldgica in vitro, se realizé6 un ordenamiento jerarquico de los compuestos gemini
sintetizados y se proponen aquellos que presentan las mejores propiedades
antihelminticas para la realizacion de estudios toxicolégicos y estudios a nivel
bioquimico-molecular mas complejos, tales como el estudio de los cambios celulares
que afectan la capacidad de la droga para acumularse intracelularmente, la
identificacion de receptores celulares para la droga, el estudio de las alteraciones de
sistemas enzimaticos y/o alteraciones de receptores celulares, entre otros que
permitan recomendar los productos de mejor desempefio para ser utilizados en el
tratamiento de rumiantes.



En el Capitulo 1, “Introduccién”, se presentan nociones basicas acerca del
problema de la helmintiasis en rumiantes y la resistencia antihelmintica; como asi
también el objetivo general y los objetivos especificos de esta tesis.

En el Capitulo 2, “Sintesis de nuevos compuestos gemini”, se presentan los
aspectos estratégicos para la obtencion de nuevos surfactantes de naturaleza no
idnica y catidnica con potencial actividad biolégica. La ruta sintética para la obtencion
de los surfactantes comprende no menos de tres etapas de sintesis: (i) la proteccion
regioselectiva de un par de grupos hidroxilos del pentaeritritol (ii) la utilizacién de la
catalisis por transferencia de fases sélido-liquido para la obtencion del intermediario
reactivo y (iii) la sustitucion nucleofilica bimolecular con aminas grasas para la
obtencion de surfactantes gemini.

En el Capitulo 3, “Propiedades activas de superficie de los gemini
sintetizados”, se estudiaron diversos parametros tales como tensién superficial,
concentracion micelar critica, concentracion en exceso de superficie, entre otros; que
definen las excepcionales propiedades de superficie que exhiben los surfactantes
gemini en disolucion acuosa.

En el Capitulo 4, “Determinacién de las propiedades antihelminticas de los
gemini sintetizados”, se analizaron, exploraron y estudiaron diversas técnicas
propuestas en la bibliografia. Este capitulo, se dividié en dos etapas experimentales
diferentes. En la primera etapa se realizaron dos ensayos a modo de screening con
huevos y larvas de nematodes gastrointestinales de ovejas, mientras que en la
segunda etapa se realizd un ensayo estandarizado de manera mas rigurosa utilizando
una unica cepa de nematode gastrointestinal de raton denomina Heligmosomoides
polygyrus bakeri.

En el Capitulo 5, “Conclusiones”, se presentan las principales consideraciones
conclusivas.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1. PROBLEMATICA DE LA HELMINTIASIS EN RUMIANTES

Los nematodes gastrointestinales que afectan a los rumiantes pertenecen a
diversas familias y géneros, dentro de los cuales encontramos: Trichostrongylidae
(Haemonchus, Ostertagia, Teladorsagia, Trichostrongylus, Marshallagia, Cooperia) y
Strongylidae (Chabertia y Oesophagostomum) (1, 2).

Las parasitosis son enfermedades de verdadera importancia en el mundo entero
y afectan tanto al ser humano como a los animales. Estas pueden originar
sintomatologia muy variada, segun la gravedad, desde la pérdida de apetito hasta la
muerte del individuo severamente parasitado. Ademas, debido a que los nematodos
gastrointestinales son importantes patégenos del ganado ovino, caprino y bovino son
responsables de graves pérdidas en la produccion animal a nivel mundial (1, 3-5).

Se ha calculado que en el Reino Unido, las enfermedades causadas por
parasitos gastrointestinales constituyen la pérdida econémica mas importante en
relacion al ganado ovino con un costo anual estimado en 83 millones de euros.
Consecuentemente, el mercado de farmacos antihelminticos ha crecido enormemente
desde la década de los setenta, ocupando actualmente un lugar de notable
importancia econémica en el contexto de la industria farmacéutica (4, 5).

Actualmente son tres los grupos de antihelminticos de amplio espectro
disponibles en el mercado que actuan sobre los nematodos que se localizan en el
tracto gastrointestinal de los animales en pastoreo. En el grupo uno encontramos a los
Bencimidazoles, en el grupo dos los Imidazoles (Levamisol) y Tetrahidropirimidinas
(Morantel/Pirantel) y en el grupo tres las lactonas macrociclicas
(Avermectinas/Milbemicinas). Dichos productos se han constituido en insumos
indispensables para mantener la eficacia productiva de ovinos, caprinos y bovinos. Sin
embargo, la aparicion de resistencia por parte de los nematodos a estos grupos de
farmacos constituye uno de los riesgos mas importantes para la produccion pastoril de
rumiantes al dificultar la reduccion de los costos inherentes al parasitismo (3, 5).

La resistencia a los antihelminticos es un fenémeno generalizado y motivo de
preocupacion creciente en la produccion de ovinos en muchas partes del mundo
incluido nuestro pais. Ademas, aunque existen pocos informes sobre la presencia de
la misma en bovinos, y la mayoria de los casos se han registrado en Nueva Zelanda,
recientemente se han publicado casos en el Reino Unido y en Argentina. En nuestro
pais, los primeros informes sobre resistencia antihelmintica a principios activos de
Ivermectina y Doramectina en bovinos de las provincias de Corrientes y Buenos Aires,
fueron publicados en el segundo semestre del 2000 y se refieren principalmente a
miembros del género Cooperia (6, 7).

Lamentablemente, otros géneros de nematodes de mayor patogenicidad
también estdn mostrando resistencia a los antihelminticos en Argentina. En 2003 se
informdé sobre la presencia de Haemonchus y Ostertagia resistente a los
Bencimidazoles en el sur de Cdérdoba mientras que en el centro de Santa Fe se
detectd un aislamiento del primero de estos géneros con resistencia no sélo a estas
drogas sino también a las Avermectinas (8, 9).

Es indiscutible que la mayor magnitud del problema de resistencia se observa en
los pequenos rumiantes, en los cuales constituye el problema sanitario-productivo de
mayor importancia. Existen numerosos reportes de resistencia antihelmintica en
pequefos rumiantes en comparacion con los reportes existentes en bovinos. Esta
amplia diferencia probablemente obedece a diferentes razones entre las cuales la de



mayor importancia se refiere a las diferencias genético-fisioldgicas, pues es sabida la
pobre habilidad de los pequefios rumiantes para regular los nematodes
gastrointestinales. Asi, por ejemplo, las cabras desarrollan menos niveles de
inmunidad a los nematodos, requiriendo tanto adultos como jévenes, tratamientos para
el mantenimiento de su salud. Por otra parte, en bovinos la frecuencia de tratamiento
es menor y los animales adultos no son tratados. Esta situacion permite mantener las
pasturas con vermes provenientes de animales no tratados, aumentando con ello la
poblacién en refugio. Ademas existen diferencias en los sistemas de pastoreo entre las
dos especies y finalmente el contraste en el tamafo y estructura de los compactos
pellets fecales de ovinos y caprinos y las mayores proporciones de los bolos fecales
de bovinos, afectan probablemente la dinamica y concentracion de larvas infectantes
de las poblaciones resistentes y susceptibles a las drogas en las praderas (10, 11).

En los ultimos afos, se han realizado importantes avances en cuanto a métodos
no quimicos para el control antiparasitario, como el control biolégico, la resistencia
genética o el desarrollo de vacunas. Aunque los métodos no quimioterapicos podrian
desempenfar un papel relevante en el control antiparasitario del futuro, en la actualidad
los sistemas de produccion animal dependen del uso de farmacos antiparasitarios
como herramientas para el control de endoparasitos y ectoparasitos. Los
antiparasitarios deben ser considerados como un recurso no renovable y en este
contexto, es imprescindible la aplicacién racional de las drogas actualmente en uso
para mantener su eficacia y vida util, integrando la aplicacién de las mismas con
alternativas no quimicas de manejo tendientes al control integrado y a un balance
entre productividad y sustentabilidad (3, 4).

1.2. CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE NEMATODES GASTROINTESTINALES DE
RUMIANTES

Segun la naturaleza del parasito se habla de zooparasitos (reino animal) y
fitoparasitos (reino vegetal). Los zooparasitos de interés veterinario se clasifican como
se muestra a continuacion (1).

1.2.1. Clasificacion de los principales parasitos de interés veterinario

[ Protozoos
(unicelulares)

Trematoda
»~ Plathelmintos (gusanos planos)
Zooparasitos Cestoda
» Helmintos
K Metazoos
(multicelulares) \- Nematodos (gusanos redondos)
Insectos (moscas, mosquitos, pulgas y piojos)
\. Artrépodos

Aracnidos (acaros de la sarna, garrapatas)



1.2.2. Morfologia
Huevos de nematodos

Los huevos de los nematodos son de forma ovoide, incoloros y su tamafio oscila
entre 70-100 um de longitud por 40-60 um de ancho, excepto Nematodirus y
Marshallagia que miden mas de 130 uym de longitud. Los huevos de algunas especies
presentan una cubierta muy gruesa (ascaridos y ftricuridos) y otros delgada
(estrongilidos y ancilostomidos). En los huevos de ciertos nematodos hay uno o dos
opérculos, que representan un area especializada para facilitar la salida del embrion
(1, 2). Ver Figura 1.1.

Nematodirus

Toxocara vitulorum Trichuris ovis
Figura 1.1. Huevos de nematodes gastrointestinales
de rumiantes. Extraida y modificada de (12).

La cubierta del huevo estda compuesta por tres capas: una interna, o capa
lipidica; una media, también denominada quitinosa; y otra externa, o capa vitelina. Los
ascaridos poseen una cuarta capa segregada por el utero, llamada capa uterina
constituida por un complejo de proteinas tanificadas y mucopolisacaridos (1).

v' La capa lipidica esta constituida mayoritariamente por ascarésidos, y 25% de
proteinas. Los ascardsidos son glucolipidos que se encuentran Unicamente en
los nematodos, compuestos por azucar y alcohol unidos por enlaces
glucosidicos. Estos ascardsidos parecen ser los responsables de la
impermeabilidad de los huevos a cualquier sustancia que no sea gas o
disolvente lipidico.

v' La capa media esta constituida basicamente por quitina y su proporcién varia
de una especie a otra.

v' La capa vitelina al parecer tendria caracteristicas comunes a la capa externa
de la cuticula de los adultos.

Nematodos

Los nematodos son gusanos redondos, no segmentados y su cuerpo es filiforme,
con simetria bilateral. Poseen aparato digestivo, sexos separados y ciclos vitales
directos o indirectos.

En la Figura 1.2, podemos observar la estructura de una larva infectante. En ella
puede verse el canal alimentario, formado por la boca, cavidad bucal, es6fago o
faringe, intestino y recto (1).



cavidad bucal

poro excretor esofago

vaina

> células intestinales

cola de la larva

cola de la vaina
larval

Figura 1.2. Estructura esquematica de la larva infectante
(L3) de nematodes gastrointestinales de los rumiantes.
Extraida y modificada de (13).

En cuanto a la cubierta corporal de los nematodos; esta consta de dos capas
principales: la cuticula y la hipodermis. Cabe aclarar que existen notables diferencias
en la composicidon quimica, morfologia y en el grosor de las capas que constituyen la
cuticula de los distintos grupos de nematodos. Algunos de ellos presentan una capa
adicional externa segregadas por las glandulas del nematodo y que no se considera



parte integrante de la cuticula denominada capa superficial externa o glucocaliz, la
cual es rica en carbohidratos y se supone juega un importante rol en los mecanismos
de evasion de la respuesta inmunitaria de los hospedadores (1).

La cuticula esta compuesta por diversas capas, cada una de ellas con una
composicion caracteristica; la mas externa, la epicuticula (6-40 um) esta formada por
dos laminillas separadas por un espacio mas claro y a diferencia de las demas no es
originada a partir de la hipodermis. Por debajo de la epicuticula se encuentran otras
capas, las cuales se pueden agrupar basicamente en las llamadas, cortical, media y
basal (1, 14). Ver Figura 1.3.

epicuticula

capa externa
cortical interna

capa < zona fibrilar

media
zona amorfa

capa fibrosa

membrana basal

Figura 1.3. Seccion transversal esquematica de la cuticula de A.
lumbricoides. Extraida y modificada de (1).

v/ Capa cortical: es amorfa y contiene una proteina relacionada con la queratina,
se encuentra interrumpida por un punteado con apariencia de poros que
conducen a canales que penetran en la parte interna cortical y llegan hasta la
zona fibrilar de la capa media. Estos canales tendrian como funcién el
transporte de sustancias, y el sostén esquelético.

v' Capa media: es homogénea y esta constituida por pequefas fibrillas pero
basicamente ofrece escasa estructura.

v/ Capa basal o fibrosa: tiene un importante papel en el esqueleto hidrostatico de
los nematodos, es muy compleja y esta formada principalmente por fibras de
colageno.

Entre la cuticula y los musculos se encuentra la hipodermis, constituida en los
adultos por un sincitio’ asociado de fibrillas, que dan origen a cuatro bandas gruesas
denominadas cordones, uno dorsal, otro ventral y dos laterales (Figura 1.4). Estos
cordones se hallan en contacto con el pseudocele? y con la zona muscular a la que
divide en cuatro cuadrantes. En las zonas intercordales, la hipodermis es delgada y
estd atravesada por fibrillas unidas a las células musculares, que constituyen puentes
de unién entre estas células y la cuticula. La hipodermis es rica en colageno y lipidos y

! Sincitio: masa de citoplasma que contiene muchos nucleos rodeada por una sola membrana plasmatica.
Tipicamente es el resultado de la fusion de células o de series de ciclos de divisién incompletas en las
que el nucleo se divide (cariocinesis) pero la célula no (no hay citocinesis).

% Pseudocele: también denominado cavidad corporal, es donde se hallan suspendidas todas las visceras,
rodeadas por el liquido corporal o hemolinfa.



se han hallado en ella enzimas, escasas mitocondrias, ribosomas, cuerpos vesiculares
y complejos de Golgi (1).

campo dorsal
|

sincitio

célula muscular
cuticula

campo lateral
intestino

campo ventral

Figura 1.4. Corte transversal esquematico de un nematodo hembra.
Extraida y modificada de (1).

1.2.3. Ciclo bioldgico de los nematodes gastrointestinales

El ciclo biolégico de estos nematodos ocurre en dos fases: una parasitaria y otra
de vida libre (11). Ver Figura 1.5.

Los huevos de los nematodes son expulsados del organismo del animal
parasitado con las heces y de este modo son sembrados sobre el campo. Si bien su
capacidad de supervivencia depende de diversos factores, ésta se encuentra
directamente relacionada con el grosor de su cubierta. Al ser eliminados del
hospedador, los huevos estan en proceso de divisidbn (embriogénesis) y en
condiciones adecuadas de humedad y temperatura su desarrollo avanza pasando por
las tipicas fases de morula, blastula y gastrula. Cuando el embrién esta totalmente
desarrollado, los nucleos de las células no germinales cesan de dividirse y en ese
momento estan ya presentes todas las células del adulto. Dependiendo de la especie,
los huevos pueden contener o no la larva desarrollada como es el caso de
Strongyloides papillosus que ya contiene (L1) formadas.

La excrecion de huevos es variable y depende del hospedador (edad, estado
inmunitario, consistencia fecal) y del parasito (prolificidad de las hembras). En este
sentido, algunos parasitos como Haemonchus son muy prolificos (5000-10000
huevo/dia), otros como Ostertagia y trichostrongylus son moderadamente prolificos
(100-200 huevos/dias) y otros como Nematodirus son poco proliferos (50 huevos/dia).
Llegado el momento de la eclosién, la capa interna del huevo se rompe por la accion
de enzimas segregadas por la larva, que lisan los lipidos, y por los movimientos de la
misma. Posteriormente, la larva, rompe el resto de las capas del huevo y sale al
exterior como una larva del primer estado (L1). Estas larvas son muy simples; poseen
cavidad bucal y su esofago es bulboso (rabditiforme) y esta provisto de un aparato
valvular caracteristico en forma de “Y” al que sigue el intestino y el ano. Se alimentan
de sustancias contenidas en la materia fecal como bacterias, esporas de hongos y
agua; son bastante moviles pero no poseen aun la facultad de trepar a los pastos.
Pasado un tiempo la larva L1 sufre una primera muda y cambia su envoltura,
transformandose en una larva del segundo estado (L2) que se alimenta de manera
similar a la L1 y que posee caracteristicas morfolégicas muy similares sélo que es
mucho mas grande y su eséfago es menos bulboso (1, 13).



Las larvas L2 sufren luego una nueva transformacion convirtiéndose en larvas
del tercer estado o infectantes (L3), cuyo esofago es filiforme y sin aparato valvular.
Estas larvas conservan la envoltura de la L2 que le sirve de proteccion contra los
factores externos: frio, calor, sequedad, etc. y a diferencia de los estados larvales
anteriores, la larva infectante no se alimenta del medio externo, consumiendo en
cambio sus propias reservas contenidas en las células intestinales. Por esta razon las
larvas jovenes son mas oscuras que las viejas en las que las granulaciones
alimenticias han desaparecido (13). Las larvas infectantes son muy activas, pudiendo
trepar y subir a los pastos (si hay suficiente intensidad de luz y humedad), donde
permanecen hasta ser ingeridas por un hospedador. Estas larvas constituyen la ultima
etapa del ciclo fuera del hospedador definitivo. Tras la ingestién (aproximadamente 30
minutos), las larvas pierden la vaina en el aparato digestivo del animal por diversos
estimulos del hospedador y una vez desenvainadas penetran en distintas zonas dentro
de la mucosa digestiva (ejemplo: Trichostrongilus spp se sitla en el primer tercio del
intestino delgado, Ostertagia y Teladorsagia spp se sitian en la zona antropil6rica, en
la zona de las glandulas gastricas, etc.) donde se convierten en larvas del cuarto
estado o L4. Después de la ultima muda, se transforman en L5 o preadultos que
maduran sexualmente y pasan a adultos. Tras la copula, las hembras comienzan a
poner huevos, cerrando de esta manera el ciclo (1).

Trvchostrongyius Trychostrongyius
Haemonchus Nermatodiris
Ogterfagia Coaoperia

Marshaliagia®™

L2 L1

R W

Figura 1.5. Ciclo de los ftrichostrongylideos. Extraida y modificada de
http://cnia.inta.gov.ar/helminto/index.htm.

*en mvinos

1.3. ANTIHELMINTICOS. PRINCIPALES GRUPOS

La potencia de los antihelminticos depende principalmente de las propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas de la droga. La farmacocinética es el evento que
ocurre luego de la administraciéon del antiparasitario e incluye el tiempo de absorcion
de la droga, distribucién, metabolismo y eliminacion por parte del hospedador.
Ademas, determina la concentracion de farmaco activo que llega al lugar de
localizacion del parasito. Sin embargo, la accion antihelmintica dependera también de
la capacidad de la droga activa de alcanzar su receptor especifico dentro del parasito
para ejercer su efecto (farmacodinamia).



La superficie externa de los helmintos funciona como barrera protectora del
organismo. Esta superficie es vital para la toma de nutrientes, osmoregulacion,
inmunoproteccion y soporte estructural. En gusanos planos, cestodos y trematodos, la
superficie externa se denomina tegumento, el cual consiste en una estructura
membranosa simple unida al sincitio. En nematodos, como se menciono
anteriormente, la cuticula tiene una estructura mucho mas compleja constituida por
lipidos y una matriz de colageno. A pesar de las diferencias estructurales, el
mecanismo de entrada de las drogas en ambos helmintos depende principalmente de
la lipofilicidad del antihelmintico y de las caracteristicas fisicoquimicas del medio que
rodea al parasito. Dos cuestiones son esenciales para la comprension del proceso de
acumulacion de droga en los nematodes. La via de entrada, oral versus transcuticular
y la identificacion del principal mecanismo de transporte de la droga involucrado en el
proceso de transferencia (transporte activo versus difusién pasiva). Aunque la via oral
es importante, existen claras evidencias que indican que la via de difusion
transcuticular es la ruta predominante para el acceso de sustancias diferentes de los
nutrientes y sustancias no electroliticas en nematodos (14).

1.3.1. Bencimidazoles

Los Bencimidazoles (BZD) y probencimidazoles (pro-BZD) han alcanzado una
notable transcendencia terapéutica gracias a su amplio espectro de accidén, baja
toxicidad y bajo coste. Son sustancias cristalinas, estables y con alto punto de fusion
(223-304 °C). Son relativamente insolubles en agua pero muy solubles en alcohol y
disolventes no polares. El nucleo quimico de los BZD comprende un sistema de dos
anillos (biciclicos), en el cual un grupo benceno se fusiona en la posicion 4 y 5 del
anillo imidazol (heterociclico) (4).

Los probencimidazoles como el Febantel (FBT), el Tiofanato (TFT) y el
Netobimin (NTB) son prodrogas inactivas que se convierten enzimaticamente en
Bencimidazoles etil o etil carbamatos una vez que son absorbidos por el huésped (4,
11).

Los BZD mas modernos como el Albendazol (ABZ), Fenbendazol (FBZ),
Oxfendazol (OFZ), etc. son mas lipofilicos que los compuestos mas antiguos
(Tiabendazol), y permanecen mas tiempo en la circulacién general (Figura 1.6). En
consecuencia, estos farmacos tienen un mayor tiempo para el intercambio entre el
plasma y el tracto gastrointestinal, lo cual es muy importante para alcanzar
concentraciones adecuadas en el tracto digestivo, y prolongar la exposicion de los
parasitos localizados en el mismo a niveles de farmacos que le son toxicos (4).
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Figura 1.6. Estructura quimica de algunos Bencimidazoles.



Los BZD actuan ligandose selectivamente a la subunidad B de la proteina
tubulina de nematodes y cestodes, modificando el patrén de polimerizacién para la
formacion de microtubulos, lo que origina una pérdida de la homeostasis celular, que si
persiste en el tiempo puede resultar letal para el parasito. En todos los organismos
eucariotas, la unidad estructural de los microtubulos, es un dimero formado por dos
subunidades de tubulina o y B. Los microtubulos ademas de formar parte del
citoesqueleto participan en una amplia variedad de funciones celulares, entre ellas el
movimiento de cromosomas durante la division celular, soporte estructural de la célula,
motilidad, movimiento de particulas intracelulares como metabolitos energéticos,
absorcion de nutrientes, exocitosis y comunicacién célula-célula. El efecto
farmacologico de los antihelminticos BZD requiere de mayor periodo de latencia,
siendo mas lento que aquellos que actian sobre la coordinacién neuromuscular del
parasito, e incluye déficit energético del verme por disrupcion de las células
intestinales e inhibicién de la produccion de huevos. Se requieren concentraciones
sostenidas en el tiempo para asegurar la eliminacion de los parasitos de su sitio de
localizacion (15).

1.3.2. Imidazotiazoles y Tetrahidropirimidinas

Imidazotiazoles: Levamisol

En un principio este producto se presentdé como una mezcla racémica,
denominada Tetramisol, compuesta por partes iguales de Tetramisol levdgiro y
Tetramisol dextrogiro. Posteriormente se demostré que la actividad antihelmintica de la
mezcla recaia casi exclusivamente en el isdmero levégiro (L-Tetramisol), que se
denomind Levamisol (Figura 1.7). Esto representd una gran ventaja, ya que permitio
reducir la dosis para la actividad antihelmintica a la mitad y aumentar su margen de

seguridad.
)\

Figura 1.7. Estructura quimica del
Levamisol (L-Tetramisol).

N S

Levamisol

Este producto no tiene efecto sobre trematodos, cestodos o parasitos externos.
Indicado para su uso sobre nematodos de bovinos, ovinos, caprinos, porcinos, aves,
caninos y felinos, actua principalmente sobre los nematodos adultos y con menor
eficacia sobre estados larvarios; carece de accion ovicida y generalmente no tiene
efectividad contra los estadios inhibidos de estos parasitos (hipobiosis) (4).

En cuanto a su mecanismo de accion, el Levamisol (LVM) provoca una paralisis
del parasito a causa de una contraccion muscular permanente (paralisis espastica). No
mata al parasito, y éste es expulsado vivo. Este efecto paralizante lo logra actuando de
manera rapida y selectiva como agonista colinérgico sobre receptores nicotinicos
singpticos y extrasinapticos de las membranas de las células musculares de los
nematodos. El receptor nicotinico es un pentamero de subunidades homodlogas a y
dispuestas de modo tal que forman un poro central o canal iénico selectivo permeable
a cationes como sodio y potasio. Cuando el LVM se une a estos receptores, los
canales iénicos se abren, aumenta la conductancia del sodio y se despolarizan las
membranas de las células musculares, resultando en contraccion muscular y paralisis
espastica (4, 15).
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Esta molécula también produciria la inhibicion de la enzima fumarato reductasa y
la oxidacion del acido succinico en el parasito, bloqueando de esta manera el
metabolismo de los hidratos de carbono. Sin embargo esta accién no es importante en
su efecto antiparasitario, debido a que las altas concentraciones que se deben lograr
en el helminto para que se produzca dicha accién, no se logran con las dosis
terapéuticas administradas al hospedador (4).

Tetrahidropirimidinas: Pirantel, Morantel y Oxantel

El primer componente de este grupo que se utilizd como antiparasitario de
amplio espectro fue el Pirantel (PRT) en 1966. Luego se desarrollaron el Morantel
(MRT) analogo metilado del PRT y por ultimo el denominado Oxantel (OXT) (4). Ver
Figura 1.8.

Poseen un modo de accion similar al de los imidazoles y actuan como agentes
bloqueadores neuromusculares y despolarizantes. Son altamente efectivos contra las
formas adultas de los nematodos intestinales pero no contra las formas larvarias o
huevos. Son compuestos bastante seguros desde el punto de vista de la bioseguridad
y toxicidad.

Las sales de Morantel exhiben mayor actividad antihelmintica que el Pirantel por
lo que se requieren de dosis mas bajas para lograr su efecto y dada su elevada
solubilidad es una droga ideal para la liberacion lenta en el medio acuoso del rumen

(11).
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Figura 1.8. Estructura quimica de las Tetrahidropirimidinas.

1.3.3. Lactonas macrociclicas

Avermectinas y Milbemicinas

La introduccién de las primeras Avermectinas revolucioné el mercado
farmacéutico veterinario, principalmente por la elevada potencia farmacoldgica de
estos compuestos dosificados en el orden de los ug Kg™' de peso vivo y por su amplio
espectro de accion sobre parasitos internos y externos. La lvermectina (IVM) fue
introducida como antiparasitario en 1981, sucediéndose en afios subsiguientes la
incorporacion de la familia de las Milbemicinas (MBM). Los compuestos de ambas
familias poseen actividad sobre endoparasitos y ectoparasitos por lo que se
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denominan farmacos endectocidas, lo cual define la combinacion de sus efectos
nematodicida, insecticida y acaricida (4).

La estructura quimica de estos farmacos es muy compleja y corresponde a una
lactona macrociclica de 16 miembros similar a la de los antibiéticos macrolidos, pero
sin efecto antibacteriano, unida a un grupo benzofurano (C, a Cg) y a un anillo
espiroquetal (C1 a Cy5). Son moléculas de gran tamafo con peso molecular entre 600
g mol™" (Milbemicinas) y 800 g mol™ (Avermectinas) (4, 16,).

Las Avermectinas clasicas, Abamectina (ABM), Ivermectina (IVM), Doramectina
(DRM), y las mas nuevas, Eprinomectina y Selamectina, derivan de la fermentacion de
Streptomyces avermitilis. De la fermentacion de la bacteria en la produccion de
Avermectina se identificaron cuatro pares de homologos, Aia, Aza, B1a, B2a en mayor
proporcion y A1, Az, B1b, Bap €n menor proporcion (Figura 1.9); asi, la Abamectina es
una mezcla de AVM que contiene mas de un 80% de B4, y mas de un 20% de By, (4,
11).

OCH,
HyC ©
’ O M e ©
HO
CH40
Avermectinas Rs Ros Ros Tipo de enlace
C22'C23

A1l -OCHs -H Sec-butilo doble
A1 -OCHj3; -H Iso-propilo doble
Ao, -OCHj3; -OH Sec-butilo simple
Aoy -OCH; -OH Iso-propilo simple
Bia -OH -H Sec-butilo doble
Bip -OH -H Iso-propilo doble
Bsa -OH -OH Sec-butilo simple
B,y -OH -OH Iso-propilo simple

Figura 1.9. Estructura generalizada de las Avermectinas.

Por su parte las Milbemicinas derivan de la fermentacién de Streptomyces
cyaneogriseus y se diferencian de las AVM por no poseer el disacarido como
sustituyente en el Cy3 del anillo lactdmico. Dentro de esta familia de compuestos
encontramos la Nemadectina, Moxidectina (MXD), Milbemicina D y Milbemicina 5-
oxima. La MXD se obtiene por modificacion quimica de la Nemadectina que es el
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compuesto natural obtenido como producto de la fermentacién de S. cyaneogriseus
(4). Ver Figura 1.10.

Figura 1.10. Estructura quimica de las principales Milbemicinas.

En cuanto al mecanismo de accidén de estos farmacos, tanto las AVM como las
MBM actian como agonistas (compuesto que produce la misma respuesta maxima
que el ligando) de alta afinidad sobre la subunidad a de canales iénicos selectivos a
cloro presentes en nematodos y artrépodos (no asi en el sistema nervioso del
hospedador). Estos canales ibénicos estan constituidos por cinco subunidades
proteicas, de las cuales las subunidades a, B y & se recombinan para formar el
pentamero. El ligando natural de estos canales i6nicos es el glutamato (Glu), por lo
que estos receptores son denominados GIuCl. Estos receptores GIuCl estan
localizados mayoritariamente en células musculares somaticas, de la bomba faringea
y del utero, y en sus respectivas neuronas asociadas, por lo que la exposicion del
parasito blanco a las AVM/MBM afecta su motilidad, capacidad de alimentacion y
fecundidad (ver Figura 1.11). Cuando dichos compuestos se unen selectiva e
irreversiblemente a estos receptores aumenta la permeabilidad de la membrana al
cloro, lo cual origina la hiperpolarizacién de la membrana de la célula muscular y/o
neuronal del parasito blanco. Como consecuencia se produce una paralisis tipo flacida
del parasito que no puede mantenerse en su sitio de localizacion (4, 11, 15).

Cl-

Endectocidas oy AVMIMBM
4 o
Alta afinidad por subunidad alfa de canal de g :
cloro con receptor para Glu 5
¢ Célula postsinaptica
Neurona

Paralisis muscular

/ del nematode \

I Célula muscular

Faringe Musculatura Utero
l Somatica l
Afecta la ingestion l ) Hembra infértil en
de nutrientes, afectando Altera la capacidad filarias adultas
el desarrollo del adulto para permanecer

en el sitio de predileccion

Figura 1.11. Representacion esquematica del mecanismo de accidn propuesto
para los farmacos endectocidas en nematodes. Extraida y modificada de (15).
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1.4, DESARROLLO DE NUEVAS ESTRUCTURAS ANTIHELMINTICAS TIPO GEMINI

Alrededor de 19 afios atras se reportd un nuevo tipo de molécula surfactante
dimérica con dos colas hidrofébicas y dos grupos idnicos unidos por un espaciador,
denominadas gemini. El intenso interés que ha generado el descubrimiento de este
tipo de compuestos radica que, en comparacion con los tensoactivos tipicos, la
presencia de dos cabezas polares y dos colas hidrofébicas confiere a estas moléculas
una variedad unica de propiedades activas de superficie y de agregacion. Estas
nuevas estructuras amfifilicas estan siendo estudiadas a nivel académico y tecnoldgico
debido al interés econdmico que despiertan en distintas areas de la quimica. Asi, hoy
en dia sus usos son amplios y variados como por ejemplo: formulaciones para la piel,
procesos de solubilizacion, separaciones analiticas, y tratamientos antibacterianos,
entre otros. Mas de 100 patentes desarrolladas en diferentes areas revelan la
importancia comercial de estos surfactantes (17, 18).

Cadenalipofilica 16n 16n Cadenalipofilica
e Q

Figura 1.12. Representacion esquematica de un tensoactivo gemini.

Desde hace algunos anos, nuestro Grupo de Investigacion viene estudiando
detenidamente y con excelentes resultados los aspectos sintéticos, teodricos, y
mecanisticos de numerosos compuestos gemini; de naturaleza aniodnica, cationica, no
idnica y zwitteridnica. Se estudiaron en detalle las propiedades fisicoquimicas de los
gemini obtenidos en nuestro laboratorio y se realizaron optimizaciones por métodos de
mecanica molecular clasica (Dinamica Molecular) para estudiar los diferentes estados
de agregacion que adoptan estas estructuras (micelas o vesiculas) en sistemas
acuosos y no acuosos. Finalmente se realizaron estudios microbiolégicos de eficacia y
actividad biologica frente a microorganismos de referencia como: bacterias Gram-
negativas, Gram-positivas, levaduras y hongos filamentosos de los gemini
sintetizados, con excelentes resultados. Como puede verse, nuestra experiencia es
muy amplia en lo que respecta a los surfactantes gemini y nos condujo a abordar la
sintesis de nuevos compuestos potencialmente bioactivos contra nematodes
gastrointestinales que afectan la sanidad de los animales de produccién (19-27).

1.5. RESISTENCIA ANTIHELMINTICA

La resistencia antihelmintica puede ser definida como la disminucién o ausencia
de eficacia de un farmaco frente a poblaciones parasitarias que son generalmente
susceptibles a esta droga (28).

La resistencia no debe ser confundida con tolerancia, que en parasitologia se
refiere a la falta de respuesta innata de la poblacién parasitaria para cada droga
independientemente de la exposicion previa, y que en términos practicos corresponde
al valor que queda por fuera de la eficacia® declarada para cada género y especie
parasitaria (6, 11).

La resistencia puede ser intrinseca 6 adquirida. En la primera el parasito es
natural o innatamente insensible al efecto de una droga. Este fendmeno puede
deberse a la falta del receptor 6 a que la droga no puede entrar a la célula y acceder a
su sitio de accion. La resistencia adquirida, se da cuando poblaciones que son
inicialmente susceptibles a la accion de un farmaco, dejan de serlo tras la ocurrencia
de cambios genéticos heredables de generacion en generacién. Los mecanismos que

% Eficacia: capacidad que tiene un compuesto quimico determinado para producir un efecto biolégico
(mortalidad, paralisis, etc.) usado en una dosis determinada. Es caracteristica de la sustancia y
basicamente depende de su concentracion.

14



operan estas modificaciones genéticas en resistencia adquirida son mutacion,
ampliacion génica y transferencia génica.

Dependiendo de si la resistencia ocurre para una o mas drogas de igual o
diferente mecanismo de accién la resistencia puede ser lateral, Levamisol/Morantel-
Pirantel que aunque son quimicamente diferentes comparte el mecanismo de accion,
cruzada o multiple (15).

Las modificaciones genéticas que confieren resistencia se traducen finalmente
en diferentes modificaciones bioquimicas tales como: cambios celulares que afectan la
capacidad de la droga para acumularse intracelularmente, alteracién de sistemas
enzimaticos y/o alteracion de receptores celulares (11, 15).

1.5.1. Factores que influencian el desarrollo de resistencia

La clave en la evoluciéon de la resistencia antihelmintica esta dada por el
porcentaje de individuos sobrevivientes al tratamiento que contribuyen con sus genes
a la préxima generacion parasitaria. Esta contribucion esta influenciada por la
frecuencia y el tiempo de tratamiento, eficacia de la droga, la fecundidad de los
parasitos adultos, la tasa de larvas consumidas, la deposicion de huevos, el manejo de
las pasturas y el clima (3, 11).

A la proporcion de parasitos que no se encuentra sujeta a la seleccion por los
tratamientos quimicos, se la denomina poblacion en refugio y aparentemente este es
el factor mas importante en el desarrollo de la resistencia a los antihelminticos.
Considerando a los nematodos Gl, cuando mayor es la proporcion de la poblacién que
se encuentra en las pasturas (refugio), menor es la seleccion por resistencia. Es por
esto que el incremento de la poblacion de nematodos en refugio podria constituir un
aspecto fundamental en el manejo de la resistencia y la posibilidad de “diluir’ los genes
resistentes por la introducciéon de nematodos susceptibles (3).

La seleccion para la resistencia también se desarrolla rapidamente cuando el
potencial biético de los nematodos Gl es alto, como en el caso de Haemonchus
contortus, donde pequefias poblaciones de parasitos resistentes pueden producir
grandes poblaciones en corto tiempo gracias a su elevado grado de fecundidad (15).

Por otro lado, la tasa de desarrollo de los procesos de seleccion puede también
estar influenciada por el niumero de genes involucrados en los mecanismos de
resistencia y si ellos son heredados de modo dominante. Se ha postulado que cuando
la frecuencia de genes es baja, si la misma es heredada como un caracter dominante
y/o determinada por un Uunico gen, responderd a la seleccion mucho mas
eficientemente y la resistencia se desarrollara mas rapido que aquella que es
heredada como un caracter dominante/recesivo incompleto (donde el heterocigota
tiene mayor similitud a su progenitor susceptible) y/o determinada por dos 6 mas
genes. Esto ocurre asi porque cuando la resistencia es poligénica donde varios genes
necesitan trabajar juntos para expresar el caracter, hay mas genotipos conteniendo
alelos susceptibles que no son completamente removidos por el tratamiento
antihelmintico y pueden contribuir con aquellos alelos susceptibles en futuras
generaciones (11, 15).

Ademas de los factores mencionados, el surgimiento y la velocidad de desarrollo
de resistencia se debe a factores externos u operacionales, los cuales tienen que ver
con el mecanismo de accién de las drogas, su grado de eficacia, la frecuencia de los
tratamientos, las dosis, la rotacion de principios activos y las formas de manejo animal

(11).
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1.5.2. Mecanismos de resistencia a los diferentes grupos antiparasitarios

Resistencia a los Bencimidazoles

En Haemonchus contortus la poblacion susceptible posee dos subtipos de
tubulina: una de alta afinidad y otra de baja afinidad. Los nematodos junto con otros
helmintos, hongos y algunos protozoos tienen normalmente estos receptores de alta
afinidad por los BZD, localizados en el grupo N-terminal de la 8 tubulina. EI mecanismo
de resistencia a BZD involucra alteraciones principalmente en el isotipo 1 de (3 tubulina
donde una mutacion en la posicion 200, que al expresarse representa un cambio
aminoacidico (Fen por Tir), causa la pérdida del receptor de alta afinidad por BZD con
el consecuente desarrollo de resistencia. Es importante mencionar que debido a que la
B tubulina de los mamiferos también tiene tirosina en la posicién 200, es muy poco
probable que la resistencia a los BZD pueda ser resuelta realizando cambios en la
quimica de la droga, ya que no seria posible disefiar un agente selectivamente toxico
contra los nematodes u hongos, porque las  tubulina de los mismos y del hospedador
tendrian una afinidad similar por los BZD, reduciendo de este modo el margen
terapéutico requerido (15).

Resistencia al Levamisol

Los genes lev-1, unc-38 y unc-29 estan asociados con la resistencia al LEV.
Estos genes codifican las subunidades proteicas del canal idnico (sitio blanco de estos
antihelminticos), sugiriendo que la resistencia consistiria en una modificacion del sitio
blanco de esta sustancia. En otras palabras, la resistencia a LEV se debe a la
alteracion o reduccion del numero de receptores colinérgicos o en la menor afinidad de
estos receptores en los nematodos Levamisol-resistentes (15). Ver Figura 1.13.

Nematodes resistentes
alteracion del receptor colinérgico nicotinico

Reslsténcia w Disminucion del numero de receptores activos

—m=——= O Receptores de baja afinidad con mas sitios de
union y menor afinidad

membrana celular

. <% Menor duracion de apertura de canales ionicos
citoplasma

paralisis espastica
en nematodos

Figura 1.13. Representacion esquematica del modelo de receptor nicotinico sobre el que
actuan Levamisol/Morantel-Pirantel, y posibles mecanismos involucrados en el desarrollo
de resistencia. Extraida y modificada de (15).

Resistencia a las Avermectinas y Milbemicinas

En relacion a estos compuestos, la resistencia puede estar asociada a
modificaciones en el receptor GLUCI (modificacién del sitio blanco, como en el caso de
LEV) y/o a la expresién aumentada de una glicoproteina de membrana, glicoproteina P
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(Gp P), la cual impediria alcanzar concentraciones activas de la droga en el receptor
GLuCl del parasito resistente (4, 15).

En relacion a la Ivermectina, por ejemplo, la ausencia de un efecto inhibitorio
sobre la actividad de la bomba faringea sugiere que los parasitos adultos resistentes
sortean los efectos de IVM no s6lo aumentando el nimero de sitios de unién a Glu,
sino también haciendo estos sitios menos susceptibles a la inhibicién por IVM,
resultando en un marcado aumento en la capacidad de union de Glu.

Por otra parte, la resistencia a IVM también ha sido asociada con una
disminucion en la permeabilidad de la cuticula de los nematodos a esta droga, lo que
se traduce en la incapacidad de la droga de alcanzar su receptor, con la consecuente
generacion de resistencia (15).

1.5.3. Métodos para la deteccion de resistencia antihelmintica

La creciente importancia de la resistencia antihelmintica ha dado lugar a la
necesidad de desarrollar métodos de deteccion estandarizados. Diversas técnicas in
vivo e in vitro han sido publicadas y revisadas. Sin embargo, todos los métodos
descriptos hasta el momento presentan inconvenientes ya sea en términos de costo,
aplicabilidad, reproducibilidad, tiempo e interpretacién de resultados (3, 6, 29, 30).

Pruebas in vivo

e Test de eficacia controlada (T.E.C)

Es el método mas confiable para detectar la resistencia a los antihelminticos, ya
que compara el numero de nematodes adultos obtenidos de la necropsia de animales
tratados y controles. Sin embargo debido a su elevado costo (gran numero de
animales requeridos para ser sacrificados), laboriosidad y demanda de tiempo, este
método se encuentra practicamente restringido a trabajos muy especificos de
investigacion, limitando seriamente su aplicacion en situaciones de campo (3).

e Test de reduccién del conteo de huevos (T.R.C.H)

Es el método mas utilizado en todo el mundo para detectar resistencia. Compara
los valores de huevos por gramo (h.p.g) de heces en los animales antes y después del
tratamiento antihelmintico. Cuando la reduccion del conteo de huevos resulta inferior al
90% en un periodo de 15-20 dias (segun el grupo quimico utilizado para el
tratamiento) para la toma de muestra luego del tratamiento se considera la presencia
de resistencia (3).

La forma recomendada para calcular la reduccién de los conteos de huevos es:
R.C.H.(%)=((C-T)/C)x 100

donde T es la media aritmética del grupo tratado y C es la media aritmética del grupo
control sin tratamiento a los 15-20 dias post-tratamiento.

Este test requiere del cultivo de larvas en las muestras pre y post tratamiento,
con motivo de determinar la participacién relativa de cada género parasitario. Las
recomendaciones e informacién general para su empleo fueron realizadas por la
Asociacion Mundial para el Desarrollo de la Parasitologia Veterinaria o W.A.A.V.P.
(29).

El T.R.C.H. posee la gran ventaja de poder ser utilizado con todos los grupos de
antihelminticos en todas las especies de animales domésticos. Sin embargo, se debe
tener en cuenta que en rumiantes, los resultados de este test deben ser considerados
solo una estimacion de la eficacia antihelmintica, ya que la postura de los huevos por
parte de los nematodes no guarda una estrecha correlacion con la carga parasitaria.

17



En este contexto, este ensayo podria mostrar mayor eficiencia con géneros que tienen
un alto potencial biético y/o con buena correlacién entre el nimero de huevos y el de
nematodes como por ejemplo Haemonchus, pero podria ser menor cuando se
considera al género Ostertagia. Otra limitante importante de esta técnica es su baja
sensibilidad ya que solo permitiria detectar resistencia cuando la frecuencia de genes
resistentes en una poblacion excede el 25% y ya se observan fallas clinicas al
tratamiento (3).

Pruebas in vitro

e Ensayo de eclosion de huevos

Esta prueba fue desarrollada para la deteccion de resistencia a los
Bencimidazoles y se basa en la capacidad de estos compuestos de impedir la
embriogénesis y eclosién de los huevos. El test original fue descripto por Le Jambre en
1976 y ha sido utilizado desde entonces con algunas modificaciones por muchos otros
investigadores.

El método consiste en incubar huevos no desarrollados de nematodes en
concentraciones seriadas de Bencimidazoles por un tiempo prefijado y luego
determinar la proporcion de ellos que falla a la embrionacién y/o eclosion (11, 30). El
porcentaje de huevos que desarrollan y/o eclosionan se corrige en base a la
mortalidad natural en los controles no tratados. Finalmente los datos se someten a
analisis para estimar la LCso que es la concentracion necesaria de la droga para inhibir
la eclosion del 50% de los huevos.

Una consideracion importante es la necesidad de cultivar las larvas hasta el
estado L3, lo que permite la identificacion del género parasitario que sobrevive.

La principal desventaja de ésta prueba es el requerimiento de huevos frescos, no
desarrollados. Esto es porque los BZD sélo actuan sobre la primera parte del
desarrollo de los huevos, ya que cuando el huevo se ha desarrollado, predomina el
metabolismo aerdbico y aparece un efecto refractario frente a la actividad ovicida de
dichos compuestos. Otra desventaja del método es la escasa solubilidad y por lo tanto
menor poder ovicida de los ultimos BZD comercializados, como por ejemplo el
Fenbendazol, ya que esta nueva generacion de compuestos es la mas utilizada por los
productores. Sin embargo, la existencia de resistencia colateral entre los diferentes
farmacos de esta familia de antihelminticos, justifica la utilizacién de otros
Bencimidazoles mas solubles como el Tiabendazol.

A pesar de todo, la prueba de eclosion de huevos se utiliza actualmente como
método discriminante de resistencia a campo para BZD vy si bien presenta dificultades
en la interpretacion de los resultados cuando estan involucradas infecciones mixtas y
requiere de huevos fresco, el test, es rapido (1-3 dias si la muestra inicial posee una
buena cantidad de huevos) y es simple a pesar de que requiere precision técnica (30).

e Paralisis larval

Fue el primer método desarrollado para detectar resistencia al Levamisol y
Morantel y se basa en determinar el porcentaje de paralisis de L3 luego de haber sido
expuestas por 24 horas (tiempo o6ptimo de incubacion) a diferentes diluciones del
antihelmintico. Esta prueba tiene la ventaja de utilizar L3, las cuales son facilmente
obtenidas de cultivos fecales. La L3 es un estadio robusto, fuerte en el ciclo de vida y
se almacenan bien por largos periodos de tiempo.

En cuanto a las desventajas de esta técnica se destacan la subjetividad en la
medicion de los resultados para definir si una larva esta paralizada o no y que muchas
veces ocurre una dosis-respuesta atipica, por lo que altas concentraciones de LEV son
menos efectivas para inmovilizar las larvas que las bajas concentraciones (11, 30).
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e Unidn a tubulina

Se basa en la union diferencial de los BZD a la tubulina obtenida de nematodos
susceptibles y resistentes. Para este ensayo, se produce un extracto crudo de tubulina
de parasitos adultos, larvas infectivas o huevos que es incubado con BZD marcado
con tritio hasta alcanzar un equilibrio. La droga libre es entonces removida con carbon
vegetal, dejando el complejo bencimidazol tritiado-tubulina para ser estimado con un
espectrofotometro de centelleo liquido. Los extractos de tubulina de parasitos
resistentes unen sustancialmente menos droga que los parasitos susceptibles (11, 30).

Este ensayo posee la ventaja de estar basado en cambios bioquimicos y sus
resultados se pueden comparar entre laboratorios con mas confianza que otras
técnicas in vitro. Ademas cuando se cuenta con abundante cantidad de nematodos
para estudiar este procedimiento es bastante rapido, sensible y seguro.

Por otra parte presenta la desventaja de necesitar de un costoso aparato de
laboratorio y ademas por trabajar con isétopos radioactivos requiere de personal
especialmente entrenado (30).

e Prueba de desarrollo larval

Junto con la prueba de eclosion de huevos, es la técnica in vitro mas utilizada
para diagnosticar resistencia a campo. Consiste en incubar los huevos de nematodos
hasta el tercer estado larval en una placa multipocillo conteniendo medio nutritivo y
distintas concentraciones de antihelmintico por siete dias a 26 °C; este es el tiempo en
el cual la mayoria de los huevos eclosionan y llegan a larvas infectivas. Pasado este
tiempo se adicionan unas gotas de yodo (solucion de lugol) y se procede a la lectura
comparando el desarrollo alcanzado en el pocillo control (contiene solamente medio de
cultivo) y el resto de los pocillos.

La gran ventaja de esta técnica es que permite evaluar distintos grupos de
antihelminticos en forma simultanea: Bencimidazoles, Levamisol, combinaciéon de BZD
y LEV y Avermectinas/Milbemicinas.

Como desventaja se menciona el hecho de que requiere un cuidadoso monitoreo
de la placa en incubacion hasta la culminacion de la prueba y ademas requiere de
huevos libres de desechos organicos por lo que el aislamiento de los huevos es uno
de los puntos mas criticos de la prueba (30).

e Técnicas de biologia molecular

Actualmente, se esta trabajando para desarrollar métodos de deteccion
altamente sensibles basados en biologia molecular (11).

Las técnicas de PCR (polimerase chain reaction) y de RT-PCR (reverse
transcriptase polimerase chain reaction) son pruebas altamente sensibles que utilizan
pequenas cantidades de ADN y ARN respectivamente, para detectar bajas frecuencias
de genes resistentes en poblaciones susceptibles de parasitos (30).

1.5.4. Estrategias para retardar el desarrollo de resistencia

En la actualidad cualquier programa de control que pretenda ser efectivo debe
incorporar la utilizaciéon de antihelminticos, pero el uso de estos debe basarse en el
conocimiento epidemioldgico y las diferentes alternativas de pastoreo en relacién con
el riesgo parasitario. En este sentido urge abandonar toda practica que se sustente en
el uso excesivo, indiscriminado y oportunista de los antihelminticos, debido a que esto
perjudicara no solo al producto comercial sino a todo el grupo de antihelminticos
involucrado (6).
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Son al menos cinco las recomendaciones para limitar el desarrollo de
resistencia:

1-Disminuir la frecuencia de tratamientos antiparasitarios.

2-Utilizar antihelminticos de espectro reducido (en la medida de lo
posible).

3-Ajustar las dosis de manera correcta, evitando subdosificaciones.
4-Rotar los distintos grupos quimicos.

5-Utilizar medidas integrales de control que no se basen
exclusivamente en la aplicacion de antihelminticos.

La recomendacion practica mas difundida para reducir la resistencia se basa en
la limitacidon de los tratamientos. De este modo, se reduce la exposicion a la droga y
por ende disminuye la presion de seleccion (6, 11, 15).

Respecto del uso de drogas de espectro reducido, no es tan sencilla su
instrumentacion; una limitacion a esta recomendacion es la existencia de infecciones
mixtas en bovinos. Sin embargo, un diagnéstico parasitolégico previo permitira evaluar
alternativas a la hora de recomendar un antiparasitario.

En el tercer punto se recomienda ser especialmente rigurosos en la eleccion de
productos de calidad asegurada y en la correcta implementacion del tratamiento en lo
referido a la dosificacién, via de administraciéon y manipulacion del producto (6, 15).

En cuanto a la rotacion de antihelminticos, a diferencia de la rotacion rapida de
principios activos ampliamente criticada como generadora de resistencia multiple; la
rotacién lenta (cambios anuales de antiparasitarios con diferente modo de accion) es
recomendada debido a que el cambio de principio activo permitira la eliminacién de los
especimenes seleccionados como resistentes por la droga anterior.

Considerando el ultimo punto, se puede citar una larga lista de alternativas que
apunten a disminuir el nimero de desparasitaciones, basadas en alternativas de
manejo del pastoreo de las diferentes categorias de animales y el conocimiento de la
epidemiologia parasitaria (6).

Ademas, es importante mencionar que debido al interés por desarrollar
alternativas no quimicas para el control de los helmintos y las enfermedades
parasitarias del ganado, se ha posibilitado la introduccién del control biolégico (31). A
diferencia del control quimioterapéutico (que atacan la fase parasitica de los
nematodes), el control bioldégico esta dirigido a los estados de vida libre de los
parasitos. La actividad cientifica en este tema ha sido intensa especialmente en
Dinamarca, Austria, México y Argentina, donde se explora el potencial atrapador de
nematodos que tienen ciertos microhongos como Duddingtonia flagrans, un hongo que
ha demostrado tener habilidad para reducir las larvas de parasitos trichostrongylideos
en las heces de los animales antes de que migren a los pastos. Ademas de D.
flagrans, existen 200 especies de hongos que tienen la habilidad de atrapar larvas de
nematodos por medio de diferentes estructuras como anillos constrictores, hifas,
redes, etcétera (11). Ver Figura 1.14.
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Figura 1.14. Control biolégico con hongos.
Extraida de http://weblogs.madrimasd.org/images/
weblogs_madrimasd_org/universo/163/r_hongois%
20depredadores%20de%20nematodos.jpg

A pesar de los avances en materia de control de nematodos en rumiantes por
metodos no quimicos, no se puede sustituir actualmente el uso de antiparasitarios y si
bien el desarrollo de vacunas antihelminticas y el control biolégico aparecen como
alternativas promisorias para el futuro, no parece factible que suplanten totalmente el
uso de drogas antiparasitarias, y si que lo complementen. En este contexto, el
extendido uso de las Avermectinas como agente antihelmintico no escapara a la
necesidad de su rotacibn como principio activo. Aqui cobra vital importancia el
desarrollo de nuevos agentes antihelminticos y/o de compuestos sinergizantes de los
mismos.

1.6. OBJETIVO GENERAL

El interés académico y tecnoldgico de esta tesis es estudiar la sintesis quimica
de nuevas moléculas antihelminticas de naturaleza anfipatica tipo gemini (que constan
de dos cabezas polares y de dos cadenas hidrofébicas de longitud de cadena variable,
interconectadas por un espaciador flexible derivado del pentaeritritol) con el propdsito
de contribuir en el desarrollo de nuevos productos para el control de nematodes que
afectan la sanidad de los animales de produccion, aportando una solucion en materia
de manejo de la resistencia antihelmintica (rotacion de principios activos) que
representa una nueva problematica a resolver en favor de la produccion pecuaria
argentina.

1.6.1. Objetivos especificos

e Estudiar y generar mediante sintesis quimica, nuevas moléculas
antihelminticas tipo gemini y optimizar sus procesos de preparacion.

e Desarrollar técnicas analiticas, de separacion, filtracion y purificacion para los
compuestos intermedios y los productos finales.

e Caracterizar los compuestos obtenidos y determinar sus propiedades activas
de superficie.

¢ Disefnar protocolos de analisis parasitolégicos in vitro que permitan evaluar la
actividad de las nuevas moléculas sintetizadas.

e Seleccionar los gemini de mejor desempenio.

21



CAPITULO 2

SINTESIS DE NUEVOS COMPUESTOS GEMINI

OH 2cl™

O\)\/N"Mez oH
OH 3
0 OJ\/ N*Me, CHs




CAPITULO 2

2. SINTESIS DE NUEVOS COMPUESTOS GEMINI

2.1. SURFACTANTES

Los surfactantes se encuentran entre las sustancias quimicas mas versatiles
pues tienen un amplio campo de aplicacion, tanto en la industria como en el hogar.
Estan presentes en diversos productos tales como lubricantes, anticorrosivos,
acondicionadores  textiles, formulaciones de agroquimicos, emulsificantes,
detergentes, shampoos, cosméticos y farmacos entre otros. Asimismo, sus
aplicaciones en tecnologias emergentes han tenido una rapida expansiéon, como en
biotecnologia, bioquimica molecular, nuevos métodos de control de contaminacion
ambiental y en nuevas técnicas de separacién (32-34).

Estos usos tan diversos y a gran escala, y la creciente necesidad de surfactantes
“a medida” para nuevas aplicaciones, han desencadenado a lo largo de los ultimos
afos una importante actividad de investigacion en el campo de la quimica organica
aplicada. A diferencia de antes, esta actividad no tiene como objetivo la produccién per
se de nuevas moléculas, sino de nuevas e interesantes propiedades. En esta linea no
basta con acumular datos de nuevas familias de surfactantes, sino que se trata de
dilucidar la relacion entre las estructuras moleculares, las propiedades activas de
superficie y de agregacién, desarrollando métodos especificos de preparacion de
nuevas moléculas intencionalmente predisefiadas sobre dicha base (18, 35).

Habida cuenta de que los surfactantes poseen una estructura anfipatica, grupos
apolares o hidrofébicos conectados a grupos polares o hidrofilicos, han sido
usualmente clasificados segun la naturaleza de sus grupos polares como aniénicos
(grupo i6nico con carga negativa, por ejemplo alquilbencenosulfonato), catidnicos
(grupo i6nico con carga positiva, por ejemplo sales de amonio cuaternarias),
zwitteridnicos (grupos idnicos con cargas positivas y negativas, por ejemplo
aminoacidos) y no ioénicos (grupo polar sin carga iénica, por ejemplo alquilfenoles
polioxietilenados). Una clasificacion complementaria estd surgiendo a la luz del
desarrollo de nuevos surfactantes que poseen mas de un grupo polar y mas de una
cola hidrofébica. Dependiendo de la cantidad de colas hidrofébicas y de su disposicion
geomeétrica, cuatro grupos de surfactantes estan siendo reconocidos (35). Ver Figura
21.

2.1.1. Tipos de surfactantes

v/ Surfactantes convencionales: presentan una estructura clasica compuesta de
un grupo iodnico o polar y una cola hidrofébica (35, 36).

v' Surfactantes bolaform: compuestos por dos cabezas hidrofilicas unida por una
o varias cadenas hidrofébicas. Presentan actividad biolégica y son promotoras
de la formacion de membranas monocapa ultrafinas. Debido a esta propiedad
estas pueden ser utilizadas como agentes encapsulantes. Por otra parte,
poseen la habilidad de intercalarse en la membrana lipidica, dependiendo de
su estructura, como un agente estabilizador o disruptor de la membrana (37-
39).

v Surfactantes gemini: en el afio 1991 el profesor Fredric Menger reporté un
nuevo tipo de molécula surfactante dimérica con dos colas hidrofébicas y dos
grupos iénicos unidos por un espaciador (rigido o flexible), a la que denomind
gemini. Puesto que los gemini han mostrado tener una variedad unica de
propiedades activas de superficie y de agregacion, se encuentran entre las
sustancias quimicas mas versatiles. Recientemente se ha mostrado que los
compuestos gemini son promisorios como potenciales vehiculos para el
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transporte de moléculas bioactivas y particularmente como agentes sintéticos
activos para la transfeccion de genes que podrian competir en eficiencia con
los peligrosos vectores virales (17, 27, 40-42).

v' Surfactantes multiarmados polivalentes: su estructura no presenta la simetria
de los gemini. Poseen multiples cadenas hidrofébicas y varios grupos
hidrofilicos interconectados por un espaciador multiple rigido o flexible (35).

O/\/W\N\O/\/\/\/\/\/\o

Convencional Bolaform

Multiarmado polivalente

O I6n o Cabeza polar

P 1 Espaciador
AN Cadena lipofilica

Figura 2.1. Representacion esquematica de los diversos grupos de surfactantes.

Actualmente, los surfactantes de los tres ultimos grupos presentan la mayor
importancia debido a sus notables propiedades de superficie, excelente
biodegradabilidad y favorables datos toxicolégicos. Los métodos de preparacion de
estos productos involucran al menos tres etapas sucesivas de sintesis. Polioles,
hidratos de carbono, alcoholes grasos, y alquilglicésidos pueden ser usados como
materiales de partida para el grupo espaciador. Alcoholes o &acidos grasos de
diferentes largos de cadena (C4-Cqg) son usualmente usados para proveer de la
cadena lipofilica y agentes capaces de generar grupos sulfonatos, sulfatos, fosfatos,
carboxilatos o sales de amonio cuaternarias son usados para conferir el caracter iénico
(35).

La importante demanda de este tipo de compuestos a nivel mundial justifica las
investigaciones para el desarrollo de nuevas estructuras con un mayor desempefo y
un reducido impacto sobre el medio ambiente, procesos sintéticos simples, baja
toxicidad, y biodegradabilidad, entre otras (33).

24



2.2. ESTRATEGIA DE SINTESIS UTILIZADA
2.2.1. Proteccién regioselectiva

Los acetales, son ampliamente empleados en la industria farmacéutica,
fitofarmacéutica, de fragancias y de barnices, como valiosos agentes intermediarios o
como productos finales de sintesis organica. Durante anos, las reacciones de
acetalizacién para la protecciéon de 1,2 y 1,3-dioles han sido ampliamente estudiadas.
Mediante la proteccion de cis y trans-1,3-dioles con aldehidos y cetonas, pueden
obtenerse acetales ciclicos.

Los alcoholes polihidroxilicos con aldehidos y cetonas en presencia de
catalizadores acidos conducen a la formacién de acetales ciclicos que involucran a
dos grupos hidroxilos del poliol por cada grupo carbonilo. La posibilidad de que un par
de hidroxilos lleve a la formacién de un acetal ciclico es criticamente dependiente de
las posiciones relativas y, por lo tanto de la estereoquimica de esos hidroxilos, de la
estabilidad conformacional del acetal generado, de la naturaleza del grupo carbonilo y
de las condiciones experimentales de reaccion. Los catalizadores acidos mas
empleados para este tipo de reacciones son: acido sulfurico, cloruro de hidréogeno,
acido p-toluensulfénico, cloruro de zinc, resinas de intercambio idnico y trifluoruro de
boro, entre otros. Es aconsejable que el medio de reaccion se mantenga lo mas
anhidro posible, para lo cual pueden usarse métodos fisicos o quimicos para eliminar
el agua formada durante la reaccion. Los acetales derivados de un aldehido se forman
mas facilmente que los derivados de las correspondientes cetonas, y los acetales
ciclicos se forman mas facilimente que los de cadena abierta. Normalmente, las
cetonas tienden a formar acetales ciclicos de cinco miembros (1,3-dioxolanos), mas
que ciclos de seis miembros (1,3-dioxanos), debido al hecho de que un grupo alquilo
debe necesariamente ocupar una posicion axial en los anillos de seis miembros (35).

Ver Figura 2.2.
R1\ RZ Q
/\ R
o) O
N/ Re
O

1,3-Dioxolano 1,3-Dioxano

Figura 2.2. Acetales ciclicos del tipo 1,3-dioxolano y 1,3-dioxano.

Por otro lado, los aldehidos tienden a formar preferentemente 1,3-dioxanos, en
los cuales el sustituyente mas grande sobre el carbono del acetal ocupa la posicion
ecuatorial con el hidrégeno en la posicién axial.

La presencia de enlaces conjugados en las cetonas desactiva la funcion
carbonilo hacia la formacion de acetales. Obviamente, los alcoholes estéricamente
impedidos reaccionan mas lentamente. Asimismo, los grupos atraedores de electrones
mejoran la formacion de acetales vy, los grupos dadores de electrones la disminuyen.
Una funcién carbonilo en un anillo de seis miembros es mas reactiva en reacciones de
adicién nucleofilica que en los anillos de cinco miembros (35).
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2.2.2. Catalisis por transferencia de fases

La catalisis por transferencia de fases (CTF) es una técnica por la cual se llevan
a cabo o se aceleran reacciones entre dos solutos localizados en diferentes fases.
Tipicamente, uno o mas de los reactivos son liquidos organicos o sdlidos disueltos en
solventes no polares y los co-reactivos son sales o hidréxidos metalicos alcalinos en
solucién acuosa. Sin la presencia de un catalizador, tales reacciones son lentas o
directamente no ocurren. Los catalizadores mas usados son sales de amonio
cuaternario, sales de fosfonio, éteres corona, criptandos y podandos (43).

En comparacion con los sistemas homogéneos, la CTF posee las siguientes
ventajas: a) no necesita de solventes apréticos caros, b) el workup es mas simple, ¢)
las condiciones de reaccién implican tiempos mas cortos y temperaturas mas bajas y
d) se emplean hidréxidos alcalinos acuosos en lugar de otro tipo de bases mas caras y
complejas (35).

Para comprender mejor el funcionamiento de este tipo de reacciones,
consideramos el siguiente ejemplo: la reaccion entre un halogenuro de alquilo con
cianuro de sodio. El i6n cianuro es fuertemente basico, anion nucleofilico, y desplaza
un halogenuro para generar el cianuro de alquilo o nitrilo (Figura 2.3). La forma
tradicional de llevar a cabo esta reaccion seria utilizar un disolvente prético o aprético
que disuelva ambos reactivos.

En cambio, supongamos que tenemos una solucidon de halogenuro de alquilo en
un disolvente organico no polar y una solucion de cianuro de sodio en agua, y que
mezclamos ambas. Los disolventes son inmiscibles y se separan en dos fases.
Podriamos calentar esta mezcla durante un tiempo muy largo, pero la reaccién no se
producira. El sustrato permanecera en la capa organica y el nucledfilo quedara en la
fase acuosa, no pudiendo sufrir colisiones. Sin embargo, si afadimos a esta mezcla
una pequena cantidad de una sal de amonio cuaternaria, un compuesto en el que se
han reemplazado los hidrégenos del idn amonio por grupos alquilo R (metilo o, mejor
aun, grupos n-butilo), el halogenuro de alquilo y el cianuro reaccionan rapidamente y
en condiciones suaves con un elevado rendimiento (35, 43).

R—X + CN —» R—CN + X

Halogenuro de  16n cianuro Cianuro de  16n halogenuro
alquilo alquilo

Figura 2.3. Sustitucion nucleofilica de halogenuros de alquilo con iénes
cianuro.

Este es un ejemplo de los que Charles M. Starks, uno de los pioneros en este
campo, ha denominado Catalisis por Transferencia de Fases. Starks ha resumido el
ciclo catalitico como se muestra en la Figura 2.4. Todo depende del hecho que los
grupos alquilo del i6n cuaternario, al que denominaremos Q" para simplificar, lo hacen
lipofilico y, por tanto, capaz de ser transferido a la fase organica. Sin embargo, no
puede hacerlo solo: para equiparar su carga positiva debe llevar consigo un anion.
Este anidén sera ocasionalmente su contraién original, o sea, bisulfato; este anion
débilmente basico carece virtualmente de poder nucleofilico, de modo que es inerte
(43).
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Q'Z + R—X » R—Z + Q'X
Sustrato Producto Fase orgéanica

Interfase

Fase acuosa

Q'zZ + Na* X P — Na"Z + Q'X

Figura 2.4. Catalisis por transferencia de fase. El i6n de amonio cuaternario (Q") es
tanto hidréfilo como lipdfilo, se mueve entre la fase acuosa y la organica
transportando un anién: el nucledfilo (Z°) o el grupo saliente (X'). En la fase organica
el nucledfilo no esta virtualmente solvatado y reacciona rapidamente con el sustrato
(R-X).

Sin embargo, la mayoria de los aniones en fase acuosa son iones cianuro (o
cualquier otro nucledfilo que se esta empleando), de modo que son los que tienen
mayor probabilidad de ser conducidos a la fase organica. Tenemos ahora iones
cianuro en un medio poco afin: un disolvente no polar. Alli, su concentraciéon puede ser
muy baja, pero estan virtualmente no solvatados y son muy reactivos. La sustitucion es
rapida, formandose el nitrilo y liberandose un ién halogenuro. Este i6n halogenuro es
conducido a la fase acuosa por el ién cuaternario (Q*) en su migracién de regreso.

El i6n es transferido sucesivamente entre las dos fases transportando aniones: a
veces, el contraidon original, otras, uno de los iones halogenuros desplazados, y otras,
el nucledfilo, un i6n cianuro. Cuando sucede esto ultimo, puede haber reaccioén. La
catalisis se debe asi a la transferencia del nucledfilo de una fase a otra.

Hay otro factor adicional involucrado en el proceso. Como se ha mencionado, en
la mayoria de los disolventes, las sales existen en cierta medida como pares idnicos.
Un ién y su contraion se atraen por tener cargas opuestas. Cuanto menos polar es un
disolvente (esto es, cuanto mas débil la solvatacion), mas fuerte es el apareamiento de
iones: un tipo de enlace es reemplazado por otro. También, esta atraccion
electrostatica tiende a estabilizar al anion, y ésto desactiva al anién como nucledfilo y
como base. Asi se podria pensar que al pasar a un disolvente no polar, se esta
simplemente intercambiando un tipo de desactivacion por otro.

Sin embargo, encontramos aqui otra ventaja del i6n cuaternario Q° como
catalizador de transferencia de fases: los grupos alquilo que lo hacen lipdfilo son
voluminosos y protegen la carga positiva del nitrégeno, aislandola del anién. El anidon
es atraido con menor intensidad hacia esta carga sumergida en el ién cuaternario que
hacia una carga concentrada sobre un catién metalico. Este par idnico es muy suelto,
y el anién es comparativamente libre y muy reactivo (43).

La habilidad de la CTF esta entonces basada en el hecho de que minimiza las
dos principales fuerzas desactivadotas que actuan sobre un anién: la solvatacién y el
apareamiento de iones.

Existen muchas variantes del método, por un lado, no es necesaria una fase
acuosa ya que el ién cianuro puede transferirse a la fase organica directamente desde
el cianuro de sodio sélido. Por otra parte, en el caso de contar con un sustrato liquido,
tampoco seria necesaria la presencia de un disolvente organico debido a que este
puede actuar como tal (35).

27



2.2.3. Sintesis de surfactantes gemini

En las ultimas décadas, la preparacion de nuevas moléculas anfipaticas, con dos
0 mas cadenas hidrofdbicas y dos o mas grupos hidrofilicos, denominados gemini, con
excelentes propiedades de superficie han sido reportadas. Descubrimientos cientificos
recientes, en este tema, han despertado la curiosidad en el desarrollo y la sintesis de
esta nueva y poderosa familia de surfactantes. Las nuevas estructuras anfifilicas estan
siendo estudiadas, desde el punto de vista académico y tecnoldgico, debido al interés
economico que despiertan en distintas areas de la quimica. Asi, hoy en dia sus usos
son amplios y variados como por ejemplo: formulaciones para piel, tratamientos
antibacterianos, preparacion de materiales de alta porosidad, separaciones analiticas
etcétera. Alrededor de 100 patentes estan siendo desarrolladas en diversas areas, lo
que indica que el desarrollo tecnologico de los gemini esta cobrando fuerza por su
importancia econdmica (17, 33, 35, 42).

Los nuevos surfactantes fueron preparados a partir del éter diglicidilico obtenido
por CTF a partir del pentaeritritol protegido. La hidrofobizacién del éter diglicidilico con
aminas grasas primarias y terciarias para la obtencién de los compuestos gemini, se
lleva a cabo mediante un mecanismo de sustitucion nucleofilica bimolecular en medio
basico en la que la ruptura del enlace carbono-oxigeno y el ataque del nucledfilo
suceden en una sola etapa. En esta condicion, la escinsién del epdxido condujo a la
apertura del enlace por el lado menos impedido estéricamente (35, 43).

2.3. MATERIALES Y METODOS

Los espectros NMR 'H, *C y 'F fueron realizados en un espectrémetro Bruker
FT-300, usando CDCIl; como solvente. Todos los espectros estan informados en
partes por millén (3), relativos al tetrametilsilano. Los espectros IR se realizaron en
espectrometro Shimadzu 8201 PC. En los analisis de cromatografia se emplearon los
siguientes equipos: cromatégrafo gaseoso Shimadzu modelo GC-17AATF;
cromatografo de gases-espectrometro de masa Shimadzu modelo GCMS-QP 5000; La
cromatografia en columna fue realizada sobre silica gel (70-230 mesh ASTM). Los
puntos de fusion se determinaron con un fusiémetro Blchi B-540.

Se emplearon reactivos y solventes de grado analitico. Las purificaciones de los
compuestos se realizaron de acuerdo a los métodos descriptos en la literatura (44). El
benceno y la N,N-dimetilformamida (Merck) utilizados como solvente en la reaccién de
proteccién fueron secados sobre tamices moleculares de 4A.

El pentaeritritol (Aldrich) 98% fue adquirido comercialmente y la ciclohexanona
fue destilada y secada segun la metodologia descripta (44).

Tanto el acido p-toluensulfénico (Merck), como el bisulfato y el bromuro de
tetrabutilamonio de alta pureza (Strem) empleados como catalizadores fueron secados
bajo vacio a 100 °C (44).

La (+)-epiclorhidrina (Fluka) 98% fue adquirida comercialmente.

Para la sintesis de los surfactantes se utilizaron aminas primarias y terciarias,
compuestos no ionicos y catidnicos respectivamente. Las aminas primarias
octadecilamina (Aldrich) 98%, dodecilamina (Aldrich) 98%, oleilamina (Aldrich) 97% y
octadecilamina (Aldrich) 98% fueron adquiridas comercialmente. Las aminas terciarias
fueron preparadas a partir de aminas primarias y halogenuros de alquilo y de
perfluoralquilo (23, 45-47).

El clorohidrato de dimetilamina (Aldrich) 99%, el bromuro de trans, trans-farnesilo
(Aldrich) 95% vy el heptadecafluoro-1-iodoctano (Aldrich) 98% fueron adquiridos
comercialmente.
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2.4. PROCEDIMIENTOS DE SINTESIS

La nueva serie de compuestos diméricos no idnicos y catidnicos fue llevada a
cabo en tres etapas de reaccion que se presentan en la Figura 2.5.

El primer paso consistid en la proteccion regioselectiva del pentaeritritol (PE),
con ciclohexanona cuyo rendimiento alcanz6 el 90%. El acetal formado a partir de
aqui, fue adoptado como precursor nucleofilico, en reacciones de sustitucion
nucleofilica frente a la (+)-epiclorhidrina para la obtencion del éter diglicidilico. Esta
reaccion fue llevada a cabo mediante catalisis por transferencia de fases solido-liquido
y alcanzé un rendimiento del 92%. Finalmente la hidrofobizacion del éter diglicidilico
con aminas grasas primarias y N,N-dimetiladas dié lugar a los compuestos no idnicos
(4a-c) y catidnicos (5a-f) respectivamente. Tanto la sintesis de aminas terciarias como
las tres etapas de sintesis mencionadas anteriormente, se describen en detalle a
continuacion.

HO OH

2 b 0 © ¢ O\)\/
HO OH NHR
—_— —_— —_—
S on //AO OH
OH OH i<o 0 o 0 O\)\/NHR
i<0 fo

1 2,90% 3, 92% 4a, 55% (R=CgH17)

4b, 65% (R=C12H25)
4c, 51% (R=C13H35 CiS-g)

OH

O\)\/ N*Me,R
OH 201

%7<0\)\/N+Me2R
f 5a, 95% (R=CgH17)
5b, 97% (R=C12H25)
5¢c, 61% (R=C4gH3s Cis-9)
5d, 46% (R=C18H37)
5e, 47% (R=C,5H,5 mezcla de isémeros)
5f, 95% (R=C+1HgF7)

Figura 2.5. Vias de sintesis de los compuestos diméricos neutros y catidnicos. (a)
Pentaeritritol (1), ciclohexanona, acido p-toluensulfénico monohidrato, benceno/DMF
(40:60), 115 °C, 48 h; (b) Diol (2), (+)-epiclorhidrina, NaOH, TBAB, 30 °C, 1,5 h; (c) Eter
diglicidilico (3), alquilamina primaria, TBABr, etanol, 30 °C, 20 h; (d) 3, N,N-dimetilamina,
TBABTr, etanol, 30 °C, 20 h.

2.4.1. Sintesis de aminas grasas terciarias a partir de aminas primarias

En un balén de una boca conteniendo la amina primaria en 30 mL de metanol,
se adicion6 el acido férmico y el formaldehido muy lentamente bajo agitacion
constante en las proporciones que figuran en la Tabla 2.1. Finalizada la mezcla de
reactivos, el sistema se calenté a reflujo (65,5 °C) durante el tiempo denominado
Tiempo 1. A continuacién, los compuestos de bajo punto de ebullicion fueron
eliminados llevando el crudo de reaccion a 50 °C y desechando el destilado.
Posteriormente, la mezcla se alcalinizdé (pH= 9) con una soluciéon acuosa de hidréxido
de sodio al 25% p/v y se calent6 nuevamente a reflujo durante el tiempo denominado
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Tiempo 2. Cabe aclarar que los tiempos de reflujo dependen de la amina empleada.
Ver Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Proporcién molar de reactivos y tiempos de reaccion para metilacion de aminas
primarias.

Alquilamina Acido formico®  Formaldehido® Tiempo 1 (h) Tiempo 2 (h)
n-octilamina 7 13 12 3
n-dodecilamina 7 13 18 5
n-oleilamina 13 24 24 7
n-octadecilamina 13 24 24 7

@ Proporcion molar de reactivos por mol de amina.

Culminado el tiempo de reaccion, se realizaron tres extracciones con cloroformo,
y se evapord el disolvente. Los productos puros (pureza > 98% testeada por
cromatografia gaseosa) obtenidos por este procedimiento general se obtuvieron con
rendimientos cuantitativos (23, 45).

2.4.2. Sintesis de N,N-dimetilfarnesilamina y N,N-dimetil-perfluorooctil-propil
amina

A un balén de dos bocas conteniendo 10
g de KOH y equipado con un refrigerante
(Figura 2.6) se le adiciond, gota a gota, a través
de una columna de vidrio una solucién acuosa
de Me,NH*HCI (18 g; 0,22 mmoles). El gas
generado a partir de aqui se hizo pasar a través
de una columna de secado conteniendo KOH y
fue condensado en un recipiente a -80 °C
(acetonalaire liquido). Finalmente, se
adicionaron 40g de THF frio a la amina
condensada obteniéndose de este modo una
soluciéon de dimetilamina al 20%.

Soluciéon de dimetilamina en THF.

En una segunda etapa de la sintesis se
coloco en un baldn de reaccidn de 10 mL el halogenuro de alquilo 6 el halogenuro de
perfluoroalquilo ((CH3).,C=CH[CH,CH,C(CH3)=CH],CH.Br 0,282 g; R(CH,);l 0,582 g;
0,99 mmoles) y la solucion de dimetilamina al 20% en THF (1,07g; 4,78 mmoles). La
mezcla se agité por 24 horas a temperatura ambiente y el producto de reaccidén se
traté con una solucién de NaOH 1M y se extrajo con éter sulfurico. La fase etérea se
lavé con agua y se sec6 con sulfato de magnesio anhidro. Finalmente el disolvente se
evaporo bajo presidn reducida y se obtuvo el producto puro. Los rendimientos de N,N-
dimetilfarnesilamina y N,N-dimetil-perfluorooctil-propil amina obtenidos por esta
metodologia general fueron del 60 y 68% respectivamente (46, 47).
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2.4.3. Sintesis de acetales mediante destilacién reactiva

En un balon de tres bocas de 100 mL
equipado con una trampa de Dean-Stark y un
refrigerante, se adicionaron el pentaeritritol 1 (2,995
g; 22 mmoles) a 50 mL de una mezcla benceno-
DMF (40:60) y cantidades cataliticas de acido p-
toluensulfénico (5% p/p respecto de la
ciclohexanona). La mezcla se calenté a 80 °C hasta
disolucion total y luego se agregé la ciclohexanona
(1,571 g; 15 mmoles) muy lentamente y se
aumento la temperatura hasta alcanzar los 115 °C,
de modo que el agua formada durante la reaccién
fue removida por destilacion reactiva y colectada en
la trampa de Dean-Stark.

Figura 2.7. Equipo de sintesis.

5 . . Cumplidas las 48 horas de reaccion, se
Proteccion regioselectiva.

procedid a destilar el benceno a presion reducida
bajo campana y se dejé enfriar la reaccion. Luego,
se adicioné agua (30 mL), se neutralizé el medio con carbonato de potasio y se
realizaron tres extracciones con diclorometano (30 mL). La fase organica fue secada
con MgSOQO, anhidro y el diclorometano fue evaporado a presion reducida. El producto
crudo fue obtenido por destilacion en Kugelrohr y purificado por cromatografia en
columna sobre silica gel (Et,O-éter de petroleo 80:20). El compuesto 2 fue obtenido
como un solido blanco con un rendimiento del 90% y una selectividad el 92% (19, 27,
35).

2.4.4. Sintesis del éter diglicidilico

A un balén de una boca, equipado con un agitador
mecanico (50-2000 rpm), conteniendo una mezcla de
1,5-dioxaspiro[5.5]Jundecano-3,3-dimetanol (0,843 g; 3,90
mmoles), hidroxido de sodio (0,936 g; 23,40 mmoles),
agua y bisulfato de tetrabutilamonio (0,132 g; 0,39
mmoles) como catalizador de transferencia de fases, se
adicioné (+)-epiclorhidrina (3,608 g; 39,0 mmoles) bajo
agitaciéon constante a 700 rpm a una temperatura de 30
°C. Luego de 1,5 horas de reaccion (conversion total
determinada por GC y TLC), se filtr6 el crudo por
gravedad y se realizé un lavado del solido con 150 mL de
CH,CIl,. Se evaporé el disolvente y el residuo fue
particionado en éter etilico (2 x 150 mL) y brine (80 mL). La fase organica combinada
fue secada con MgSO, anhidro, filtrada y evaporada a sequedad bajo presién
reducida. El producto crudo se purificé por cromatografia en columna sobre silica gel
con una mezcla de acetona/hexano (3:7), y el éter diglicidilico 3 puro se obtuvo con un
rendimiento del 92% y una selectividad del 98,9% (27, 35).

Figura 2.8. Equipo de
sintesis. Eter diglicidilico.
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2.4.5. Sintesis de surfactantes

Sintesis de compuestos de bis-alquilamina (4a-c)

En un balén de una boca conteniendo 12 mL de
etanol absoluto se adiciond una proporcién molar
2,5:1:0,1 de alquilamina (octilamina 0,494 g;
dodecilamina 0,708 g; oleilamina 1.022 g; 3,825
mmoles), éter diglicidilico (0,331 g; 1,530 mmoles) y
TBABr (0,049 g; 0,153 mmoles). La solucién se agité
durante 20 horas a 30 °C. Culminado el tiempo de
reaccion, se evaporo el disolvente a presion reducida
y se purificd el crudo por cromatografia en columna
sobre silica gel con una mezcla de CH,CI,/EtOH (1:1).
Los productos 4a-c obtenidos por este procedimiento
general dieron un rendimiento de 55, 65 y 51% de
rendimiento respectivamente (27).

Figura 2.9. Equipo de
sintesis. Surfactantes gemini.

Sintesis de sales de bis-alquilamonio (5a-f)

Una proporcion molar de 2,5:1:0,1 de N,N-dimetilalquilamina (N,N-
dimetiloctilamina 0,601 g; N,N-dimetildodecilamina 0,815 g; N,N-dimetiloleilamina
1,129 g; N,N-dimetiloctadecilamina 1,138 g; N,N-dimetilfarnesilamina 0,954 g; N,N-
dimetil-perfluorooctil-propil amina 1,932 g; 3,825 mmoles), éter diglicidilico (0,331 g;
1,530 mmoles) y TBABr (0,049 g; 0,153 mmoles) fue adicionada a 12 mL de etanol
absoluto y la solucién fue agitada por 20 horas a 30 °C. Terminado el tiempo de
reaccion, el disolvente fue evaporado a presion reducida y el crudo fue purificado por
cromatografia en columna sobre silica gel en dos etapas. La primera con una mezcla
de elucién de acetato de etilo/acetona/NH,OH (4:1:0,5) y la segunda con una mezcla
de CH,CI,/EtOH (1:1). El eluido conteniendo el producto deseado fue evaporado a
presion reducida. Finalmente, se adiciondé al producto una solucion de HCI que
proporciond el correspondiente contraion. Los productos 5a-f obtenidos por este
procedimiento general dieron un rendimiento de 95, 97, 61, 46, 47 y 95%
respectivamente (27).

2.5. CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS
1,5-Dioxaspiro[5.5]undecano-3,3-dimetanol (2).

Datos fisicos del compuesto: solido blanco. Punto de fusién (PF) 123-124 °C.

IR (KBr): v (cm™)= 920,0; 1039,6; 1062,7; 1107,1; 1369,4; 2856,4; 2922,0; 3273,0. 'H-
NMR [200 MHz, (CD3),SO]: 8= 1,31-1,57 (m, 6H); 1,61-1,78 (m, 4H); 3,27-3,48 (m,
4H); 3,61 (s, 4H); 4,47 (t, 2H, J= 6,5). *C-NMR [50 MHz, (CD3),SO]: &= 22,11 (CH,-
4); 25,19 (CH,-3" - CH,-57); 32,25 (CH,-2" - CH,-6"); 40,36 (C); 60,63; 60,79; 61,19;
(CH,0-CH,0H); 96,88 (C-1°). MS: m/z (%)= 216 (M", 6); 187 (13); 173 (96); 160 (4);
125 (5); 101 (6); 99 (14); 83 (34); 71(40); 55 (100); 41 (72). Microanalisis calculado
para Cq1H204 (PM=216,278): C, 61,08; H, 9,32; O, 29,59. Encontrado: C, 61,01; H,
9,61; O, 29,38.

1,5-Dioxaspiro[5.5]undecano-3,3-dimetildiglicidil éter (3).

Datos fisicos del compuesto: aceite amarillo claro.

IR (KBr): v (cm™)= 1100,0; 1460,0; 2980,0. "H-NMR [200 MHz, (CDCl5)]: 8= 1,44-1,51
(m, 10H); 2,45-2,60 (m, 4H); 2,96 (m, 2H); 3,46-3,64 (m, 4H); 3,80 (s, 4H); 4,13 (m,
2H); 4,23 (m, 2H). *C-NMR [50 MHz (CDCl5)]: 8= 22,00 (CHx-4"); 24,26 (CH,-3" - CH,-
5%); 33,22 (CH2-2" - CH»-67); 41,58 (C); 44,73 (CHCH,0); 49,91 (CH); 63,19 (CCH0);
86,08 (CHCH,0); 99,28 (C-1"). MS: m/z (%)= 328 (M*, 3); 299 (4); 285 (12); 113 (10);
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83 (42); 55 (95); 31 (100). Microanalisis calculado para C;H230s (PM= 328,406): C,
62,17; H, 8,59; O, 29,24. Encontrado: C, 62,28; H, 8,51; O, 29,21.

1,5-Dioxaspiro[5.5]undecano-3,3-Bis(1-metoxi-3-octilamino-propan-2-ol) (4a).

Datos fisicos del compuesto: siruposo blanco.

IR (KBr): v (cm™)= 1100,0; 2950,0; 3640,0. "H-NMR [200 MHz, (CDCl5)]: = 0,88-0,92
(t, 6H J=6,6); 1,27-1,35 (m, 24H); 1,37-1,61 (m, 10H); 2,57-2,72 (m, 8H); 2,76-2,80 (m,
4H); 3,09-3,41 (m, 4H); 3,76-3,85 (m, 4H); 3,87-3,91 (m, 2H); 4,10 (s, 2H); 4,20 (s, 2H).
BC-NMR [50 MHz]: = 14,20; 22,00; 23,10; 24,26; 27,41; 29,30; 29,80; 30,35; 32,35;
34,22; 41,11; 48,84; 52,45; 62,88; 63,07; 69,41; 74,04; 98,28. Microanalisis calculado
para C33HesN2Os (PM= 586,887): C, 67,51; H, 11,36; N, 4,74; O, 16,39. Encontrado: C,
67,53; H, 11,33; N, 4,77; O, 16,37.

1,5-Dioxaspiro[5.5]undecano-3,3-Bis(1-metoxi-3-dodecilamino-propan-2-ol) (4b).

Datos fisicos del compuesto: siruposo blanco.

IR (KBr): v (cm™)= 1110,0; 2955,0; 3640,1. "H-NMR [200 MHz, (CDCl5)]: 8= 0,80-0,92
(t, 6H J=6,4); 1,22-1,33 (m, 40H); 1,37-1,60 (m, 10H); 2,57-2,72 (m, 8H); 2,76-2,80 (t,
4H J=7,05); 3,08-3,41 (m, 4H); 3,77-3,84 (m, 4H); 3,87-3,90 (m, 2H); 4,10 (s, 2H); 4,20
(s, 2H). ®*C-NMR [50 MHz]: 8= 14,10; 22,00; 22,69; 24,26; 27,18; 29,39; 29,59; 29,62;
29,63; 29,65; 29,73; 29,73; 29,76; 31,24; 34,22; 41,11; 48,84; 52,45; 62,88; 63,07;
69,41; 74,04; 98,28. Microandlisis calculado para C41Hg,N,Og (PM= 699,100): C, 70,41;
H, 11,83; N, 3,98; O, 13,78. Encontrado: C, 70,44; H, 11,82; N, 4,00; O, 13,74.

1,5-Dioxaspiro[5.5]undecano-3,3-Bis(1-metoxi-3-octadecilamino-propan-2-ol) (4c).

Datos fisicos del compuesto: aceite amarillo claro

IR (KBr): v (cm™)= 1090,3; 2956,0; 3644,1. "H-NMR [200 MHz, (CDCl5)]: 8= 0,86-0,94
(t, 6H J=6,8); 1,19-1,41 (m, 52H); 1,42-1,59 (m, 10H); 1,94-2,01 (m, 8H); 2,57-2,71(m,
8H); 2,76-2,80 (m, 4H); 3,09-3,41 (m, 4H); 3,77-3,84 (m, 4H); 3,87-3,91 (m, 2H); 4,15
(s, 2H); 4,20 (s, 2H); 5,22-5,28 (m, 4H). *C-NMR [50 MHz]: 8= 13,95; 22,57; 24,26;
27,18; 29,41; 29,73; 29,76; 31,60; 31,99; 34,22; 41,11; 48,84; 52,45; 63,07; 69,41,
74,04; 98,28; 130,70. Microanalisis calculado para Cs3H102N2Os (PM= 863,387): C,
73,71; H, 11,91; N, 3,22; O, 11,16. Encontrado: C, 73,73; H, 11,90; N, 3,24; O, 11,13.

Dicloruro de 1,5-dioxaspiro[5.5]undecano-3,3-Bis(1-metoxi-3-octildimetilammonio-
propan-2-ol) (5a).

Datos fisicos del compuesto: siruposo blanco.

IR (KBr): v (cm™)= 1091,0; 2950,0; 3640,0. "H-NMR [200 MHz, (CDCl5)]: 8= 0,83-0,93
(m, 10H); 1,27-1,37 (m, 16H); 1,39-1,54 (m, 10H); 1,92-1,99 (m, 4H); 3,12-3,16 (m,
6H); 3,32 (s, 12H); 3,34-3,41 (m, 4H); 3,82-4,05 (m, 6H); 4,13 (s, 2H), 4,23 (s, 2H). **C-
NMR [50 MHz]: 6= 14,07; 22,00; 22,68; 24,13; 26,31; 27,19; 28,46; 31,73; 34,22;
41,11; 59,43; 60,92; 63,07; 66,93; 68,57; 71,20; 98,28. Microandlisis calculado para
Cs7H76CIN2Os (PM= 715,915): C, 62,05; H, 10,73; CI, 9,89; N, 3,89; O, 13,44.
Encontrado: C, 62,07; H, 10,70; Cl, 9,90; N, 3,91; O, 13,42.

Dicloruro de 1,5-dioxaspiro[5.5]Jundecano-3,3-Bis(1-metoxi-3-dodecildimetillammonio-
propan-2-ol) (5b).

Datos fisicos del compuesto: siruposo blanco.

IR (KBr): v (cm™)= 1110,0; 2950,0; 3640,1. "H-NMR [200 MHz, (CDCls)]: = 0,83-0,91
(m, 10H); 1,21-1,40 (m, 32H); 1,37-1,60 (m, 10H); 1,95-2,01 (m, 4H); 3,12-3,16 (m,
6H); 3,32 (s, 12H); 3,33-3,41 (m, 4H); 3,77-4,05 (m, 8H); 4,13 (s, 2H); 4,23 (s, 2H). "°C-
NMR [50 MHz]: 8= 14,04; 22,00; 22,62; 23,79; 24,26; 26,08; 26,87; 29,37; 29,45;
29,61; 29,62; 31,68; 34,22; 41,11; 59,43; 60,92; 63,50; 66,93; 68,57; 71,20; 98,27.
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Microanalisis calculado para C4sHg.CloN.Og (PM= 828,128): C, 65,27; H, 11,18; Cl,
8,55; N, 3,36; O, 11,64. Encontrado: C, 65,26; H, 11,19; Cl, 8,56; N, 3,38; O, 11,61.

Dicloruro de 1,5-dioxaspiro[5.5]Jundecano-3,3-Bis(1-metoxi-3-octadecildimetilammonio-
propan-2-ol) (5¢).

Datos fisicos del compuesto: siruposo blanco.

IR (KBr): v (cm™) = 1085,9; 2940,0; 3640,0. "H-NMR [200 MHz, (CDCls)]: 8= 0,85-0,94
(m, 10H); 1,25-1,32 (m, 40H); 1,39-1,60 (m, 10H); 1,94-1,98 (m, 4H); 3,12-3,16 (m,
6H); 3,32 (s, 12H); 3,34-3,40 (m, 4H); 3,79-4,05 (m, 6H); 4,13 (s, 2H); 4,23 (s, 2H);
5,29-5,32 (m, 4H). *C-NMR [50 MHz]: 8= 13,95; 22,00; 22,57; 23,79; 26,08; 27,88;
29,42; 29,69; 29,76; 31,60; 31,99; 34,22; 41,11; 59,43; 60,92; 63,07; 66,93; 68,57;
71,20; 98,28; 130,70. Microandlisis calculado para Cs7H1,CI,N,O (PM= 992,415): C,
68,95; H, 11,39; Cl, 7,17; N, 2,80; O, 9,69. Encontrado: C, 68,98; H, 11,37; Cl, 7,14; N,
2,82; O, 9,69.

Dicloruro de 1,5-dioxaspiro[5.5]undecano-3,3-Bis(1-metoxi-3-octadecildimetilammonio-
propan-2-ol) (5d).

Datos fisicos del compuesto: siruposo blanco.

IR (KBr): v (cm™)= 1085,9; 2940,0; 3640,0. "H-NMR [200 MHz, (CDCl5)]: 8= 0,85-0,94
(m, 10H); 1,25-1,32 (m, 44H); 1,39-1,60 (m, 10H); 1,94-1,98 (m, 4H); 3,12-3,16 (m,
6H); 3,32 (s, 12H); 3,34-3,40 (m, 4H); 3,79-4,05 (m, 6H); 4,13 (s, 2H); 4,23 (s, 2H);
5,29-5,32 (m, 4H). *C-NMR [50 MHz]: = 13,95; 22,00; 22,57; 23,79; 26,08; 27,88;
29,42; 29,69; 29,76; 31,60; 31,99; 34,22; 41,11; 59,43; 60,92; 63,07; 66,93; 68,57,
71,20; 98,28; 130,70. FAB-HRMS (M - 2Cl - 2CH3)" calculado para Cs7H116CIoN2Og:
895,8442. Encontrado: 895,8421.

Dicloruro de 1,5-dioxaspiro[5.5]undecano-3,3-Bis[1-metoxi-3-(E,E)-3,7,11-trimetil-2,6,
10-dodecatrien-1-il-dimetilammonio-propan-2-ol] (5e)

Datos fisicos del compuesto: siruposo rojizo.

IR (KBr): v (cm™)= 1085,9; 2940,0; 3640,0. "H-NMR [200 MHz, (CDCl3)]: 8= 1,40-1,57
(m, 10H); 1,63 (s, 12H); 1,69 (s, 6H); 1,94-2,18 (m, 16H); 3,32 (s, 12H); 3,34-3,56 (m,
4H); 3,70-4,25 (m, 8H). ®C-NMR [50 MHz]: = 15,23; 17,56; 22,00; 23,22; 24,26;
25,56; 27,03; 34,22; 38,48; 39,95; 41,11; 53,58; 60,92; 62,77; 63,07; 66,95; 68,83;
71,20; 98,28; 124,17; 124,90; 129,89; 135,27; 144,63. FAB-HRMS (M - 2Cl - 2CH,)*
calculado para Cs¢Hg>CIoN2Og: 799,6564. Encontrado: 799,6535.

Dicloruro de 1,5-dioxaspiro[5.5]undecano-3,3-Bis[1-metoxi-3-(4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,
10,10,11,11,11)-heptadecafluoroundecildimetiiammonio-propan-2-ol] (5f)

Datos fisicos del compuesto: siruposo amarillo palido.

IR (KBr): v (cm™)= 1085,9; 2940,0; 3640,0. "H-NMR [200 MHz, (CDCl3)]: 5= 1,41-1,58
(m, 10H); 2,19-2,37 (m, 8H); 3,25 (dd, 4H), 3,32 (s, 12H); 3,34-3,37 (m, 4H), 3,85 (m,
10H); 4,13 (s, 2H); 4,23 (s, 2H). ®*C-NMR [50 MHz, (CDCI3)]: 6=14,00; 22,80; 25,95;
28,93; 29,23; 29,55; 29,60; 29,90; 32,20; 42,24; 62,74; 64,09; 70,11; 71,14; 72,71,
73,77; 98,28; 110,36; 115,24; 126,65; 130;50. "*F-NMR [200 MHz, (CDsOD/CFCl,)]: 6=
-82,0 (m, 6F, 2CF3); -115,1 (m, 4F, 2CF;); -123,1 (m, 12F, 6CF;); -123,3 (m, 4F, 2CF5);
-124,0 (m, 4F, 2CF,); -124,9 (m, 4F, 2CF,); -127,5 (m, 4F, 2CF,). FAB-HRMS (M - 2Cl)
calculado para C,3Hs54F34CIoN2Og: 1340,34389. Encontrado: 1340,3421.



2.6. RESULTADOS Y DISCUSION

La eleccion del pentaeritritol como grupo espaciador para la sintesis de los
compuestos diméricos no ha sido arbitraria. En primer lugar porque se trata de un 1,3
diol simétrico que como grupo conector permite una considerable separacion de dos a
cuatro cadenas hidrofébicas, y por ende posibilita dirigir estratégicamente la sintesis
de surfactantes con dos o cuatro cadenas hidrofébicas y con otros tantos grupos
hidrofilicos. Segundo, es un tetraol barato y de facil provisién aun en cantidades
industriales.

Debido a la naturaleza altamente polar del pentaeritritol se emplea una mezcla
de disolventes compuesta por benceno y dimetilformamida (DMF) con los objetivos de:
i) disolver el tetraol y los demas reactivos, ii) eliminar el agua formada durante la
reaccion mediante destilacion reactiva para desplazar el equilibrio hacia la formacion
de productos. Esta ultima condicién también es critica en lo que se refiere al
rendimiento debido a que los acetales son inestables ante la presencia de agua. La
DMF fue empleada como solvente debido a que disuelve ambos reactivos y, ademas,
al no ser volatil favorecido el empleo de altas temperaturas para la operacion de
destilaciéon reactiva. Por su parte, el benceno, fue empleado como co-solvente de
reciclaje para la recuperacion de la cetona volatil que corria el riesgo de ser destilada
junto con el agua.

Asi, en orden de establecer un mejor control de la sintesis de los intermediarios,
se protegié selectivamente el PE con la ciclohexanona en una solucion de
benceno/DMF (40:60), en presencia de cantidades cataliticas de acido p-
toluensulfénico monohidrato durante 48 horas a 115 °C. Se obtuvo, de este modo, un
90% de rendimiento del producto 2, con un 99% de conversiéon y un 92% de
selectividad. Esta estrategia de monoproteccién permitié controlar las sucesivas
etapas de sintesis evitando de esta manera la formacién de subproductos dificiles de
aislar y la disminucién del rendimiento global del proceso de sintesis.

La eterificacién del pentaeritritol monoprotegido fue llevada a cabo en un sistema
de reaccion solido-liquido mediante catalisis por transferencia de fases. La utilizacion
directa de pellets de hidroxido de sodio con el agregado de sélo 1% de agua condujo a
un sistema sélido-liquido, de apariencia semi-pastosa. Bajo estas condiciones, con el
agregado de un 10% de TBAB se obtuvo una alta conversion del precursor y una
selectividad (98,9%) casi absoluta hacia el éter diglicidilico deseado. Se selecciono
este intermediario dialquilado con dos grupos epdxidos para la obtencion de los
nuevos surfactantes debido a las posibilidades que brinda la naturaleza de su
estructura para el diseno sintético de estructuras complejas. Con su simetria particular
y sus dos anillos epoxidos labiles fue posible construir una nueva familia de
compuestos no idnicos (4a-c) y cationicos (5a-f).

En conclusién, una nueva familia de surfactantes tipo gemini fueron sintetizados
a partir del pentaeritritol protegido con buenos rendimientos (ver Figura 2.5). Estos
nuevos surfactantes de naturaleza catidénica y no idnica poseen una doble cadena
hidrofdbica con dos cabezas polares y demostraron tener, en su mayoria, excelentes
propiedades activas de superficie y potencial actividad biolégica contra nematodes
gastrointestinales. Todos estos resultados se analizan en los Capitulos 3 y 4
respectivamente.
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CAPITULO 3

3. PROPIEDADES ACTIVAS DE SUPERFICIE DE LOS GEMINI
SINTETIZADOS

3.1. TENSION SUPERFICIAL

El nombre surfactante es una contraccion del término “agente activo de
superficie” y es una sustancia capaz de adsorberse en la superficie o interfaz del
sistema y de alterar marcadamente la energia libre de interfaz (33).

La energia libre de interfaz se define como la minima cantidad de trabajo
necesaria para crear esa interfaz. Cuando se mide la tensién superficial de un liquido,
se determina la energia libre de interfaz por unidad de area del limite entre el liquido y
el aire.

El trabajo minimo (Wn,n) para expandir una superficie de area (A) esta dado por
el producto del area por la tension superficial (y): Wmin= A X y. Un agente activo de
superficie es por ende una sustancia que a bajas concentraciones se adsorbe a una o
a todas las interfases del sistema y cambia significativamente la cantidad de trabajo
requerida para expandir dichas superficies (35).

Los tensoactivos poseen una caracteristica dual, ya que poseen una cabeza
polar la cual es altamente soluble en agua y una cola hidrofébica cuya tendencia es
disminuir el contacto con el agua. La cabeza polar puede ser de naturaleza cationica
(grupos amonio, piridinium), aniénica (grupos sulfato, sulfonatos, fosfatos y
carboxilatos), no idnica (carbohidratos) o zwitteriénica (betaina). Las colas consisten
en una o mas cadenas alquilicas las cuales pueden ser ramificadas o no ramificadas,
saturadas o insaturadas.

Cuando un agente tensoactivo se disuelve en un medio acuoso el grupo
hidrofébico distorsiona la estructura del agua (por ruptura de enlaces puente hidrégeno
y por reestructuracion de las moléculas de agua en la vecindad del grupo hidrofobico).
Como resultado de esta distorsién, algunas de las moléculas del surfactante son
expulsadas hacia la interfase del sistema, con sus grupos hidrofébicos orientados a fin
de reducir al minimo el contacto con las moléculas de agua. Asi, la superficie del agua
se cubre con una sola capa de tensoactivo con sus grupos hidrofébicos
predominantemente orientados hacia el aire. Todo lo cual se traduce en una
disminucién de la tensién superficial del agua (33, 48).

37



3.2. MATERIALES Y METODOS

La tensién superficial de las soluciones acuosas fue determinada por el método
de desprendimiento del anillo (27, 33) de Du Nouy a pH=7 a 20 °C usando un
tensiémetro semiautomatico Cole-Parmer modelo 21 (Figura 3.1).

Figura 3.1. Tensidmetro semiautomatico.

El equipo fue calibrado usando como referencia compuestos puros y/o
soluciones estandares cuyas tensiones superficiales cubrieron el rango de 20-70 mN
-1
m~ a 20 °C.

La tension superficial fue medida tres veces para cada muestra con un intervalo
de 40 minutos para cada lectura de manera de alcanzar el equilibrio, debido a que la
tension superficial mostrd tener un comportamiento dependiente del tiempo, lo cual se
observé por un incremento en los valores experimentales sobre las sucesivas medidas
de cada una de las soluciones. Este tipo de comportamiento fue relacionado como una
dificultad estructural de los gemini para organizarse en la interfaz aire-liquido.

Los valores de concentracién micelar critica® (CMC) se determinaron usando una
serie de soluciones acuosas a varias concentraciones y fueron estimados a partir del
punto de quiebre de la curva de tensidn superficial vs. Log de la concentracion.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

La solubilidad en agua de los compuestos catiénicos excedié ampliamente a la
de sus homologos neutros. Las propiedades tensoactivas y de agregacion de los
compuestos neutros 4a-c no pudieron ser determinadas debido a su baja solubilidad y
a que fueron incapaces de mantener una emulsion estable. Por otra parte, los
compuestos de naturaleza catidnica 5a-f exhibieron soluciones claras y mostraron un
punto de quiebre en la curva de tension superficial vs. concentracion (en escala
logaritmica) que permitié obtener una CMC bien definida como se muestra en la Figura
3.2.

En la primera grafica de la Figura 3.2 donde se compararon los compuestos con
diferentes largos de cadena alquilica (5a-d), puede verse muy claramente que la CMC
disminuye con el aumento del largo de la cadena hidrocarbonada, lo que se encuentra
en concordancia con lo reportado en la bibliografia. En cuanto a la segunda grafica
presentada en la figura, donde se comparan diferentes tipos de cadenas hidrofébicas,
podemos observar que el compuesto 5f presenta una CMC mucho mas baja que los
gemini 5b y 5e. Por otra parte, cabe aclarar que la diferencia en el comportamiento de

* CMC: Concentracion por encima de la cual las moléculas de surfactante se agregan en micelas que
pueden presentar diferente morfologia dependiendo de la estructura molecular del compuesto.
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la curva de tensién superficial que se observa para el compuesto 5e, puede deberse a
que este compuesto presenta varias instauraciones en su estructura lo que causa una
pérdida del empaquetamiento de las moléculas en la interfase del sistema y aumenta
su solubilidad en agua.
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Figura 3.2. Tension superficial vs. logaritmo de la
concentracion molar de los compuestos catidnicos
sintetizados a pH= 7 y 20 °C. (a) Curvas para los
compuestos de diferentes longitudes de cadena Cg, Cy, ¥
C4s. (b) Curvas para los compuestos 5b, 5e y 5f con
diferentes regiones hidrofébicas.

En la Figura 3.3 se muestra la curva de tensién superficial vs el log de la
concentracion para el compuesto 5e en ausencia de NaCl y en presencia de una
solucion 0,1 M de NaCl. Como ocurre en la bibliografia (49), se observé que el
agregado de una pequefia cantidad de NaCl mejora la tendencia de la curva lo cual se
traduce en una mejora de sus propiedades activas de superficie, debida a la fuerte
cooperacion entre los gemini en presencia de electrolitos (ver Tabla 3.1).
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concentracién para el compuesto 5e en ausencia de
NaCly 0,1 M de NaCl.

La concentracion en exceso de superficie 7, en la interfaz aire-agua fue
calculada aplicando la ecuacién de la isoterma de adsorcion de Gibbs (50, 51).

r= - 1 oy

2,303RT oJlogc
donde vy es la tension superficial; ¢ es la concentracion de la solucion, mol L Tesla
temperatura absoluta; R la constante de los gases (8,3144 J mol” K™"). En cuanto al
area por molécula, A, en la interfaz, esta fue estimada a partir del correspondiente
valor de /"de acuerdo con la siguiente ecuacion (50).

A= 1

NA F

donde Nj es el numero de Avogadro.

En la Tabla 3.1 se resumen los valores de CMC, C20°, ycwc, PCa0’, CMC/Cy’, I
y A. Los valores de pCy indican que los cinco compuestos gemini catiénicos son
buenos surfactantes (5a-f). En el caso de 5f significa que una reduccion de la tension
superficial en 20 mN m™ es lograda con un cambio de concentracién de 6,0 x10° M. La
superficie en exceso /'y el area por molécula A mostraron variedad de valores para
los compuestos de la serie catidnica. Efectivamente, el area por molécula en la interfaz
aire/agua de la cabeza polar en los surfactante de la serie catiénica se encontré en un
rango de entre 32,74 y 64,17 A%, mostrando un area por molécula mas pequefia con el
incremento del largo de la cola carbonada (5a-5d). Esto podria atribuirse a la
flexibilidad del grupo espaciador y a las fuerzas intermoleculares de Van der Waals
incrementadas con el largo de la cadena. Por otro lado, en concordancia con lo
reportado en la bibliografia (33) se observé un incremento en el valor de la relacion
CMC/Cy, para el compuesto 5f donde la cola hidrocarbonada fue reemplazada por

® Cy es la concentracion de surfactante necesaria para reducir en 20 mN m™ la tension superficial del
agua a 20 °C.

6 pCazo se define como pCy = —log Coo.

7 CMC/Cy es una medida de los efectos de algunos de los factores de caracter estructural o
microambiental sobre la formaciéon de micelas y la adsorcion en la interfase. Mide la tendencia de los
tensoactivos a adsorberse a la interfase con respecto a la tendencia a formar micelas.
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una cola fluorada. Este incremento significa que la formacion de micelas en el
compuesto fluorado esta inhibida respecto de la adsorcion a la interfase.

Tabla 3.1. Actividad de superficie y datos de agregacion de los compuestos catidnicos

sintetizados®.

Compuestos CM%MX) 10° CZO(K(/I)103 (myl\iMr;'U pCyy CMC/Cyo (rlr: ())(I :}?62) A(er:z())zo
ba 3,61 0,568 38,98 3,24 6,35 2,62 63,27
5b 1,54 0,146 35,93 3,84 10,55 2,59 64,17
5¢c 0,38 0,038 34,61 442 10,00 2,87 57,82
5d 0,05 0,021 40,95 4,68 2,38 4,72 35,18
5e 1,30 0,262 33,78 3,58 4,96 5,07 32,74

5e (NaCl 0,1 M) 1,08 0,093 31,75 4,03 11,61 3,73 44,51
5f 0,10 0,006 27,34 5,18 16,67 3,60 46,12

@ Condiciones experimentales: Temperatura 20 + 0,5 °C. Soluciéon acuosa a pH=7. La incertidumbre

experimental estimada sobre los valores de CMC + 0,03x10'3 My sobre los valores de ycmc = 1 mN m’.

En conclusion podemos decir que dados los valores de CMC, Cy, yYcme, PCo2o,
CMC/Cy, Iy A, la serie de compuestos catidnicos sintetizados presentd buenas
propiedades activas de superficie y de agregacion. De la serie, se destacan
principalmente los gemini 5d y 5f que muestran valores de pCy de 4,68 y 5,18 y

valores de CMC de 5x10°M 1x10™* M respectivamente.
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CAPITULO 4

4. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES ANTIHELMINTICAS DE
LOS GEMINI SINTETIZADOS

4.1. PRIMERA ETAPA EXPERIMENTAL: SCREENING

Se realizaron pruebas in vitro, a modo de screening en el Instituto de
Patobiologia de la Estacion Experimental del INTA de Castelar, provincia de Buenos
Aires, bajo la supervicion del Médico Veterinario Jorge Caracostantogolo. Se
elaboraron protocolos de analisis para la puesta a punto de pruebas biologicas en
parasitologia animal para huevos y larvas de parasitos gastrointestinales de ovejas
(52). De esta manera, se estudiaron los compuestos sintetizados y purificados en el
laboratorio (4a-c y 5a-c). Se realizaron dos tipos de ensayos para los que se utilizaron
huevos indiferenciados y larvas de cepas de referencia de nematodes
gastrointestinales de ovinos resistentes a Ivermectina como: Haemonchus spp,
Ostertagia spp, Trichostrongylus spp y Oesophagostomum spp.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Toma de muestra

La materia fecal de las ovejas infectadas con nematodes gastrointestinales
resistentes a lvermectina fue colectada del suelo, inmediatamente después de ser
emitida, en una bolsa de polietileno que fue refrigerada y luego llevada al laboratorio
donde fue procesada inmediatamente (14).

Figura 4.1. Toma de muestra de materia fecal para
examen coprologico. Extraida de http://cnia.inta.gov.ar/
helminto/index.htm.

4.2.2. Recuentos de huevos en materia fecal

Es un método cuantitativo que permite determinar la cantidad de huevos
eliminados con la materia fecal. Para llevar a cabo esta metodologia se empled la
camara de Mc. Master (modificada por Roberts O Sullivan) que consta de 4 celdas de
1x2 cm de lado y 2,5 mm de espesor. Cada celda tiene 0,5 mL. La cara inferior de la
tapa que cubre la camara esta dividida en franjas, cuyo ancho es abarcado por el
campo de un microscopio comun cuando se enfoca con el objetivo de 10X (14). Ver
Figura 4.2.
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Figura 4.2. Camara de Mc Master.

Se pesaron 5 gramos de materia fecal y se morterearon en una solucion
sobresaturada de cloruro de sodio. Luego se procedio a filtrar con un colador comun,
se llevé todo a un volumen de 100 mL y se agitd por 5 minutos con agitador
magnético. Finalmente, con ayuda de una pipeta Pasteur se cargé la camara de Mc.
Master y se procedié a la lectura. Para realizar el calculo de huevos por gramo (hpg)
de materia fecal, se tomaron 2 mL de la suspensién de huevos y se llenaron las cuatro
celdas contiguas de la cdmara de Mc. Master. El numero de huevos contados
corresponden a 0,1 gramos de heces.

4.2.3. Aislamiento de los huevos

Una vez determinado el hpg en base al promedio del procesamiento de diez
muestras, se procedié al aislamiento de los huevos siguiendo los siguientes pasos
(14):

-Se pesaron 2 kg de materia fecal necesarios para obtener 2 x 10°> huevos en un
volumen final de 10 mL.

-Se adicion6 abundante agua a la materia fecal para disgregarla y se la filtré a través
de un colador comun para eliminar la mayor cantidad de materia organica posible.
Luego el filtrado se paso a través de diferentes tamices:

* 60 mesh (250 um de apertura entre hilos)
* 80 mesh (177 um de apertura entre hilos)
* 200 mesh (74 um de apertura entre hilos)

* 500 mesh (25 um de apertura entre hilos). Es aqui donde quedan retenidos los
huevos.

-Se enjuagod el ultimo tamiz y se colectd el liquido con los huevos en 4 tubos de
centrifuga de 50 mL.

-Se centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos.

-Se descarté el sobrenadante y se adicionaron 10 mL de una solucién sobresaturada
de azucar a cada uno de los tubos y se agitaron de modo de romper el sedimento. Una
vez roto el sedimento, se completd el volumen de los tubos con la solucién
sobresaturada de azucar y se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos.

-Se inyecto luego a cada tubo solucién sobresaturada de azicar de modo de formar un
menisco de convexidad y sobre el menisco, se colocaron cubreobjetos que se dejaron
reposar durante 15 minutos.

-Se enjuagaron los cubreobjetos y se colecto el liquido conteniendo los huevos en un
tubo de centrifuga de 50 mL.

-Se centrifugé a 1000 rpm durante 5 minutos y se descarté parte del sobrenadante
hasta alcanzar un volumen final de 10 mL.

Finalmente se contaron los huevos recolectados en 10 muestras de 40 uL, se
calculé el promedio y se obtuvo la cantidad de huevos presentes en los 10 mL.



4.2.4. Cultivo de larvas de nematodes gastrointestinales. Técnica de Corticelli-
Lai

El cultivo de larvas permite que los huevos de nematodes gastrointestinales
eclosionen y desarrollen hasta larvas infectantes en condiciones adecuadas de
humedad, temperatura y oxigenacion.

El procedimiento consisti6 en el uso de dos cajas de Petri, una de ellas de
tamano ordinario (10 cm de didmetro) que contenia el material en cultivo y que fue
colocada dentro de la otra de diametro mayor (15 cm) con agua hasta una altura de 1
cm aproximadamente. A la caja en el interior no se le colocé la tapa y a la otra si, de
modo que se generd una camara humeda. El cultivo se colocé en una estufa al
resguardo de la luz a una temperatura de entre 24-27 °C durante 7-8 dias. Es
importante mencionar, que el cultivo fue destapado diariamente durante 1-2 horas para
permitir su aireacién. Terminado el tiempo de incubacion, la caja conteniendo el cultivo
se invirtio y se dejo en esta posicion por aproximadamente 12 horas, tiempo en el cual
la mayoria de las larvas del cultivo migran al agua. Finalmente se concentraron las
larvas por centrifugacion (12).

Figura 4.3. Técnica de Corticelli-Lai. Extraida de (13).

4.2.5. Compuestos

Se prepararon diluciones seriadas de cada uno de los compuestos a ensayar. En
el caso de los compuestos de naturaleza catidnica (5a-c) las soluciones se realizaron
en agua destilada, mientras que para los compuestos diméricos no cargados (4a-c),
las soluciones consistieron en una mezcla de 2-pirrolidona, propilenglicol y agua
destilada para lograr su solubilizacion.

Se utilizaron dos controles, uno realizado con agua destilada y el otro con la
mezcla de 2-pirrolidona, propilenglicol y agua destilada.

4.2.6. Huevos y larvas infectantes

Se utilizaron para los ensayos huevos indiferenciados y larvas infectantes de
nematodes gastrointestinales de oveja (infeccion mixta) resistentes a lvermectina,
provistos por el Instituto de Patobiologia del INTA de Castelar. Los géneros
involucrados en los ensayados fueron: Haemonchus spp, Ostertagia spp,
Trichostrongylus spp y Oesophagostomum spp.

4.2.7. Prueba de eclosion de huevos con nematodes gastrointestinales de oveja

La prueba consistié en incubar una suspension de huevos indiferenciados con
las soluciones seriadas de los compuestos a ensayar durante 48 horas a 26 °C (ver
Tabla 4.1).
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Figura 4.4. Fotografia. Huevos
de nematodes de ovinos.

4.2.8. Prueba bioldgica con L3 de nematodes gastrointestinales

La prueba consistio en poner en contacto las L3 infectantes con las diferentes
concentraciones de los gemini durante 24 horas y a la temperatura de 26 °C (ver Tabla
4.2).

Figura 4.5. Fotografia de larva
L3 infectante.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 4.1 se resumen los resultados obtenidos sobre huevos de
nematodes gastrointestinales resistentes a Ivermectina.

Tabla 4.1. Prueba con huevos de nematodes gastrointestinales de oveja resistentes a
Ivermectina®

Concentracion en ppm (ug mL'1)

Compuestos

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

4a - - - - - e e e e

Gemini no iénicos 4b + + + + + + + + + - -
4c + + + + + + + + + - -

5a - - - - - - - - - - -

Gemini catidnicos 5b + + + + + + + + + - -
5c + + + + + + + + + + -

@ (+) indica compuesto activo frente a huevos de nematodes y (-) ausencia de actividad.

Los resultados obtenidos fueron alentadores para la mayoria de los compuestos
ensayados. Estos datos revelan que todas las moléculas presentaron, a diferentes
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concentraciones, accion ovicida. El compuesto 4a fue activo sélo hasta una
concentracién de 300 ppm (dato no mostrado), mientras que 4b y 4c fueron muchos
mas efectivos alcanzando concentraciones inhibitorias de hasta 20 ppm.

Los gemini de naturaleza catidénica (5b-c) tuvieron también un excelente
desempefio donde los mejores resultados se obtuvieron nuevamente con las
moléculas que presentaban una longitud de cadena de 12 (5b) y 18 (5¢) atomos de
carbono, respectivamente. El compuesto 5c resulto ser el mas efectivo alcanzando
una concentracion activa de 10 ppm.

La Tabla 4.2 resume los resultados obtenidos sobre larvas infectantes
resistentes a Ivermectinas.

Tabla 4.2. Prueba con larvas infectantes de nematodes gastrointestinales de oveja resistentes
a Ivermectina®

Concentraciones en ppm (ug mL™")

Compuestos 1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 O

da + ¥ o+ o+ - - - - - - -

Gemini no i6énicos 4b + + + + + + - - - - -
4c + + o+ o+ - - - - - - -

5a Sl oL

Gemini cationicos 5b - - - - - - - - - - -
5c Lo

& (+) indica compuesto activo frente a larvas infectantes de nematodes y (-) ausencia de actividad.

Se observa que todos los compuestos no cargados (4a-c) tuvieron efectos
larvicidas, siendo 4b el que presenté mejor desempefio con actividad hasta 500 ppm.
Por otro lado, los productos 4a y 4c dieron resultados positivos hasta 700 ppm.
Finalmente las moléculas con carga positiva no fueron activas frente a las L3 aun a
1000 ppm.

Estos ensayos preliminares, nos permitieron seleccionar los gemini de mejor
desempefio y establecer la importancia no sélo de la naturaleza de la molécula
(catiénica y no idnica), sino también del largo de la cola hidrocarbonada. En esta
direccién los candidatos seleccionados fueron los compuestos 4b, 4c, 5b y 5c.
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4.4, SEGUNDA ETAPA EXPERIMENTAL

De manera complementaria con el INTA de Castelar otros ensayos se realizaron
en la Facultad de Ciencias Veterinarias de Casilda (Universidad Nacional de Rosario)
bajo la supervision del Dr. Claudio Giudici. En esta segunda etapa, con motivo de
mejorar los resultados obtenidos en Castelar, se ajusté el ensayo de movilidad in vitro
de una manera mas rigurosa. Se dispone para las pruebas de una Unica cepa
denominada Heligmosomoides polygyrus bakeri un nematode gastrointestinal de raton
utilizado comunmente como modelo experimental (53-56). Cabe aclarar que para
llevar a cabo la prueba de movilidad con nematodes adultos se utilizaron Unicamente
los compuestos diméricos de naturaleza catidnica 5b-f debido a que son los unicos
solubles en agua y por ende en la solucién isoténica necesaria para mantener las
larvas activas. Los resultados obtenidos con esta prueba mostraron ser confiables y
reproducibles.

45. CARACTERISTICAS GENERALES DEL MODELO EXPERIMENTAL: Heligmosomoides
polygyrus

H. polygyrus es un nematodo gastrointestinal que habita en el intestino delgado
de ratones. Son de un color rojo brillante, debido a la pigmentacién de sus tejidos y
miden entre 5-20 mm de longitud. Por lo general son muy enrollados y las hembras
poseen entre 12-15 bobinas y los machos entre 8-12. El macho puede distinguirse
facilmente de la hembra por la presencia de la bolsa copuladora y por dos largas y
delgadas espiculas en el extremo posterior.

El ciclo de vida es directo (Figura 4.6). Los huevos pasan al medioambiente con
las heces de los roedores y luego de 24-36 h eclosionan para formar las L1 que miden
aproximadamente 300 um de longitud. Las larvas mudan dias mas tarde hasta
convertirse en larvas infecciosas 6 L3, en ese momento son consumidas por el
hospedador y en virtud de dias se transforman en adultos que emergen en la luz del
duodeno donde se alimentan del contenido intestinal. Tras la cépula, las hembras
comienzan a poner huevos cerrando de este modo el ciclo completo que dura un
minimo de 15 dias (56).

Roedor

L3
2-6 dias

Figura 4.6. Ciclo biologico de vida de
Heligmosomoides polygyrus. Extraida vy
modificada de (56).
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H. polygyrus fue introducido como un modelo de infeccidon experimental en
ratones de laboratorio en 1943 y ahora es ampliamente utilizado para estudios
inmunolégicos e inmunogenéticos del hospedador, toxicoldgicos, farmacoldgicos y de
epidemiologia del parasitismo gastrointestinal. En este modelo, se encuentran
presentes todos los elementos para examinar la susceptibilidad a la infeccién y la
adquisicion de resistencia, permitiendo el analisis tanto de los eventos inmunolégicos
post infeccion como de los antigenos del parasito involucrados en
desencadenar/modular la respuesta inmune del hospedador. Este sistema de
laboratorio nematodo/ratén ha sido propuesto como modelo de la anquilostomiasis® en
humanos e infecciones de nematodes de importancia agricola y veterinaria (56).

4.6. MATERIALES Y METODOS

4.6.1. Animales experimentales

Se utilizaron 2 ratones (Mus musculus) machos de 10 semanas de edad de la
cepa C57 Black, los que fueron mantenidos en una jaula estandar, bajo condiciones de
temperatura constante, 12 h de luz y 12 h de oscuridad. Una semana antes de la
infeccion con H. polygyrus bakeri, previo a la experiencia, los ratones fueron
desparasitados con fenbenzazol en el alimento determinandose, en ambos animales,
la ausencia de helmintos por medio de examenes coproparasitologicos. La dieta de los
mismos fue alimento granulado con nivel proteico de mantenimiento. La comida y el
agua se administraron ad limitum.

4.6.2. Infeccion experimental y recuperacion de los nematodes

Las larvas utilizadas en la infeccion experimental, provenian de un cultivo de
huevos de H. polygyrus bakeri, una cepa de laboratorio. Las mismas fueron cultivadas
sobre papel de filtro en una placa de Petri de 9 cm de diametro durante 15 dias a una
temperatura de entre 20 y 22 °C. Finalizado este periodo, se obtuvieron y contaron las
larvas infectivas por medio de la técnica de Baerman. Los ratones se infectaron 3
semanas antes de la experiencia, con 150 larvas cada uno de H. polygyrus bakeri
suspendidas en 0,1 mL de agua destilada.

4.6.3. Compuestos

Las soluciones de cada uno de los cinco compuestos a ensayar (5b-f) fueron
preparadas a partir de la disolucién del compuesto dimérico en buffer Hanks™ pH= 7,4
(ver composicion en el Anexo IlI). Cada compuesto fue ensayado a cuatro
concentraciones diferentes 500, 100, 50 y 10 ppm.

4.6.4. Prueba de movilidad in vitro con nematodes adultos

A los 21 dias post infeccion, los ratones fueron sacrificados mediante anestesia
inhalatoria. Luego se procedié a realizar la necropsia parasitolégica a partir de la cual
se extrajo el intestino delgado desde el cual se recuperaron todos los nematodes
presentes en el primer tercio del intestino, en una placa de Petri y solucion isotdnica de
Hanks” (pH= 7,4) en estufa a 37 °C durante 15 minutos (Figura 4.7).

8 Enfermedad producida por el anquilostoma Acylostoma duodenale que es un nematodo, parasito de los
seres humanos. La misma se caracteriza por la aparicion de variados trastornos gastrointestinales y por
una gran disminucion del numero de glébulos rojos en la sangre del paciente.
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Figura 4.7. Necropsia. Extraccion de la porcion del intestino donde se
hallan los nematodes adultos de Heligmosomoides polygyrus bakeri.

Una vez obtenidos los gusanos adultos, estos fueron suavemente levantados
con pincel, bajo lupa estereomicroscopica, y colocados en pocillos de 2 cm de alto por
1 cm de diametro conteniendo solucion isotdnica de Hanks™ para los controles y
solucion isoténica de Hanks” mas compuesto para los tratados. Se utilizaron dos
ejemplares de H. polygyrus bakeri, un macho y una hembra, que fueron ensayados
por separados y todos los datos fueron tomados por triplicado (Figura 4.8). La
evaluacion de la movilidad se realizd por observacion bajo lupa esteromicroscépica,
estableciéndose una escala de movilidad de 0 a 5 donde 0 es ausencia absoluta de
movilidad y 5 el maximo de movilidad respectivamente. Los pocillos fueron incubados
a 37 °C y la observacion se realizé cada 15 minutos por un periodo de dos horas.
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Figura 4.8. Pocillos de
incubacion.

4.6.5. Microscopia electrénica

Las muestras en glutaraldehido 2,5% (en buffer fosfato de Sorensen 0,1 M; ver
Anexo Il) de hembras y machos controles y tratados, se lavaron con alcohol al 50% y
buffer (GA 2,5%) respectivamente. Luego, se secaron a punto critico en un equipo
Polaron y finalmente, se las recubrié con oro en un sputter coater marca Pelco 91000.
Las fotografias se adquirieron en un microscopio de barrido marca LEO modelo
EVO40 Vp a 5KV.

4.6.6. Estadistica

Los datos obtenidos del ensayo de movilidad in vitro fueron analizados utilizando
Statgraphics Plus 5.1. Se realizé un analisis ANOVA factorial donde se seted la
movilidad como variable dependiente y la concentracién, el tipo de compuesto, el sexo
y el tiempo como factores.

4.7. RESULTADOS Y DISCUSION

Del ensayo de movilidad in vitro, realizado para los cinco compuestos cationicos
ensayados (5b-f), se obtuvieron 1200 datos, los cuales fueron analizados
estadisticamente utilizando el programa Statgraphics Plus 5.1. Se realiz6 un ANOVA
factorial (analisis de variancia) donde la variable respuesta, movilidad, se contrasto
contra los factores sexo del parasito, tipo de compuesto y concentracién de la solucion
del mismo utilizada para el tratamiento y tiempo de incubaciéon. Cabe aclarar que todas
las pruebas se realizaron con un nivel de confianza del 95%. De este primer analisis
se demostré6 que el sexo del parasito no tiene una influencia estadisticamente
significativa sobre la movilidad del nematode (valor p= 0,8696, ver Anexo Il). Por otra
parte, se demostré que tanto la concentracion, el tipo de compuesto y el tiempo de
incubacién son factores con un efecto estadisticamente significativo sobre la movilidad
(valores p < 0,05).

Debido a que los compuestos gemini 5d y 5f no mostraron actividad frente a H.
polygyrus bakeri ya que mostraban un comportamiento muy variable, los mismos
fueron eliminados del analisis estadistico y este ultimo se continué con los datos
obtenidos para los tres compuestos que si mostraron actividad frente a H. polygyrus
bakeri.

Para los tres compuestos de la serie catidénica (5b, 5¢c y 5e) que mostraron
apreciable actividad in vitro sobre los nematodes adultos de H. polygyrus bakeri (720
datos, ver anexo |l) se realizé el analisis de variancia factorial incluyendo ademas las
interacciones entre los factores. Como en el analisis anterior los factores que
influyeron significativamente sobre la movilidad del parasito fueron la concentracion, el
tipo de compuesto y el tiempo de incubacién (valores p < 0,05). Por otro parte, el factor
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sexo no fue significativo como tampoco lo fueron las interacciones que lo involucraban
con los demas factores (valores p > 0,05). Ver Anexo Il.

Se realiz6 ademas para los tres compuestos un método de comparacién mdultiple
para determinar las medias que son significativamente diferentes unas de otras. El
meétodo de Tukey (HSD) arrojé como resultado un grupo homogéneo en cuanto al sexo
del nematode y dos grupos homogéneos teniendo en cuenta los diferentes
compuestos, de lo cual se concluy6 que el compuesto gemini de 12 carbonos saturado
(5b) es el que presenta mejor desempeno y que los productos 5¢c y 5e son
equivalentes en cuanto a su actividad bioldgica (Figura 4.9). A raiz de estos hechos
cabe destacar que los compuestos activos 5b y 5¢ no son sélo los mas econémicos y
sencillos de sintetizar, sino que también son los que presentan mayores rendimientos.
Ver Capitulo 2.
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Figura 4.9. Método de Tukey. Medias e intervalos de confianza del 95% para la movilidad de
H. polygyrus bakeri en funcion del sexo del parasito (a) y del tipo de compuesto (b).

En la Figura 4.10 se presentan las graficas de movilidad en funcién del tiempo
para el control y las cuatro concentraciones de los tres compuestos que mostraron
actividad (5b, 5c y 5e). En las graficas los datos obtenidos de nematodes machos y
hembras fueron combinados debido a que como se menciond anteriormente, el factor
sexo sobre la movilidad no resulto significativo (p > 0,05). En las mismas, puede verse
claramente que para las concentraciones de 500, 100 y 50 ppm hay un decaimiento
apreciable de la movilidad en un corto periodo de tiempo, principalmente en las
fracciones mas concentradas. En ninguno de los casos se encontré actividad a la
concentracién de 10 ppm durante el periodo de incubacion, obteniéndose valores de
movilidad muy variables. Por su parte, el control se mantuvo siempre con un alto grado
de movilidad a lo largo del tiempo.
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Figura 4.10. Efecto de los compuestos gemini 5b (a) 5¢ (b) y 5e (c) sobre
la movilidad del nematode adulto H. polygyrus bakeri in vitro. Los datos
obtenidos de nematodes machos y hembras fueron combinados debido a
que el factor sexo sobre la movilidad no resulto significativo (p > 0,05).
Ademas, se representa el error estandar para los grupos tratados y el
control (0 ppm).
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Con el fin de determinar la concentracion optima y el tiempo de incubacion
necesarios para obtener los mejores resultados de actividad bioldgica, se realizd
nuevamente el test de Tukey para cada uno de los gemini activos. De este modo, se
determiné que para 5b las concentraciones de 500, 100 y 50 ppm constituyeron un
grupo homogéneo, al igual que los tiempos 60, 75, 90, 105 y 120 minutos (Figura
4.11). Por lo tanto se recomienda la utilizacion del compuesto 5b a una concentracién
de 50 ppm por 60 minutos. Al mismo tiempo se realizé este ultimo analisis para los
otros dos compuestos que presentaron actividad biolégica. Los valores 6ptimos de
concentracién y tiempo de incubacion obtenidos fueron de 100 ppm y 45 minutos para
el compuesto 5c¢, y de 100 ppm y 120 minutos para el compuesto 5e (ver Anexo ).
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Figura 4.11. Método de Tukey. Medias e intervalos de confianza del 95% para la
movilidad de H. p. bakeri en funciéon de la concentracion en ppm (a) y en funcién del
tiempo en minutos (b) para el compuesto 5b.

En la Figura 4.12 se muestra una fotografia de una hembra y un macho de H.
polygyrus bakeri luego del tratamiento con el compuesto 5b a 500 ppm por 30 minutos.
Si bien los nematodes resultaron estar muertos luego del tiempo de exposicién al

compuesto gemini, no se aprecid6 el dano a nivel externo con la lupa
estereomicroscopica.

Figura 4.12. Fotografia de una hembra y un macho adultos de H.
polygyrus bakeri tratados con 5b a 500 ppm, 30 minutos.

Para determinar si los compuestos gemini ensayados que mostraron tener
actividad biolégica actuaban a nivel de la cuticula del nematode o a nivel interno, se
realiz6 microscopia electrénica de barrido (SEM) para el grupo control y tratado
(Figura 4.13).



Figura 4.13. Microscopia electrénica de barrido del nematode adulto Heligmosomoides
polygyrus bakeri expuesto a los compuestos gemini 5b y 5e in vitro. Control en buffer
Hanks" (a). Nematode tratado con el compuesto 5b a 500 ppm a los 30 minutos de
incubacion (b). Nematode tratado con el compuesto 5e a 500 ppm a los 30 minutos de
incubacion (c). En 1 Mag= 1,47 kx; en 2 Mag= 4,00 kx y en 3 Mag= 10 kx.

En las micrografias se puede ver facilmente que no existe dafio a nivel de la
cuticula del nematode a diferencia de lo reportado en la bibliografia (5, 52, 53) donde
se ensayan algunas enzimas proteolicas provenientes de algunas frutas y del latex de
algunas plantas. Estos resultados sugieren que el mecanismo de accién de los gemini
ensayados no estd dado a nivel de superficie en la cuticula del parasito.
Aparentemente, las moléculas activas penetrarian la cuticula ejerciendo su accion a
nivel interno.

En conclusion, de la serie de 5 compuestos catidnicos ensayados, tres
mostraron tener excelente actividad antihelmintica in vitro a diferentes
concentraciones. El compuesto 5b fue el de mejor desempefio optimizandose su
utilizacién a una concentracion minima de 50 ppm y 60 minutos de incubacion. En
cuanto al mecanismo de accion de los compuestos gemini ensayados, si bien
podemos decir feacientemente que no esta dado por un dafio a nivel de la superficie
externa del parasito, se necesitan estudios a nivel bioquimico-molecular mucho mas
profundos, costosos y complejos para determinarlo. Dichos estudios, incluyen el
estudio de los cambios celulares que afectan la capacidad de la droga para
acumularse intracelularmente, la identificacion de receptores celulares para la droga,
el estudio de las alteraciones de sistemas enzimaticos y/o alteraciones de receptores
celulares, entre otros. Cabe aclarar que este tipo de estudios escapan a los objetivos
planteados en esta tesis.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo estan fundamentadas sobre la base de los
objetivos planteados y los resultados experimentales obtenidos. De manera particular,
en esta tesis se abarcaron estudios en distintos campos como a) la quimica organica,
en sus aspectos sintéticos tedricos; b) la fisicoquimica, en lo que respecta a estudios
de tensién superficial y concentraciones micelares criticas; y c) biolégicos, mediante
pruebas de desempefio in vitro de los gemini obtenidos por sintesis frente a parasitos
gastrointestinales.

Se generaron mediante sintesis quimica una serie de compuestos anfipaticos
tipo gemini de naturaleza no idnica y cationica en tres pasos de sintesis. El primer
paso consistié en la proteccion regioselectiva del pentaeritritol, un tetraol barato y de
facil provision, con ciclohexanona cuyo rendimiento alcanzé el 90%. Este
procedimiento permitié controlar las sucesivas etapas de sintesis evitando la formacion
de subproductos dificiles de aislar y la disminucion del rendimiento global del proceso
de sintesis. En el segundo paso de reaccion, la obtencion del éter diglicidilico
(intermediario de sintesis) mediante catalisis por transferencia de fases (CTF) sélido-
liquido a partir del pentaeritritol protegido y (+)-epiclorhidrina alcanzd un rendimiento
del 92% y resultd clave para la posterior preparacién de los nuevos surfactantes
gemini posibilitando el control de la regioquimica de las reacciones. La importancia de
la CTF radica en que brinda ventajas tecnoldgicas tales como tiempos mas cortos y
temperaturas mas bajas de reaccion, altos rendimientos, selectividad y purificaciones
sencillas consistentes en simples filtraciones cromatograficas. En el ultimo paso de
reaccion, la hidrofobizacién del éter diglicidilico con aminas grasas primarias y N,N-
dimetiladas con diferentes longitudes de cadena, grados de instauracion y cadenas
fluoradas dié lugar a los compuestos no ibénicos (4a-c) y catidnicos (5a-f)
respectivamente con buenos rendimientos. Para los compuestos gemini no iénicos los
rendimientos fueron de 55, 65 y 51% respectivamente. En el caso de los compuestos
de naturaleza cationica, los rendimientos obtenidos fueron de 95, 97, 61, 46, 47 y 95%
respectivamente.

En la serie catiénica de compuestos, los valores de CMC, Cy, ycme, PCao,
CMC/Cy, I"'y A, indican que los cinco compuestos gemini evaluados son buenos
surfactantes, entre los que se destacan los gemini 5d y 5f que muestran valores de
pCy de 4,68 y 5,18 y valores de CMC de 5x10° M y 1x10* M respectivamente. Los
compuestos neutros 4a-c presentan baja solubilidad en medio acuoso lo que
imposibilita la determinacion de sus propiedades tensoactivas y de agregacion.

Se desarroll6 un método estandarizado in vitro para la evaluacion de nuevas
drogas de naturaleza anfipatica potencialmente activas contra helmintos y los
resultados obtenidos con esta prueba mostraron ser confiables y reproducibles. De la
serie de 5 compuestos catidnicos ensayados (5b-f), tres de ellos (5b, 5¢c y 5e)
mostraron tener excelente actividad antihelmintica in vitro a diferentes
concentraciones. El compuesto gemini 5b es el que presenta el mejor desempefio
como agente antihelmintico, optimizandose su utilizacion a una concentracion minima
de 50 ppm y 60 minutos de incubacion. Las observaciones por microscopia electrénica
de barrido sugieren que el mecanismo de accion de éste compuesto no estaria dado a
nivel de la cuticula del parasito, ya que no se observé dafio en la superficie externa de
la misma. Aparentemente, el compuesto ingresaria al interior del parasito por un
mecanismo no determinado causando alli su efecto.

Finalmente, el compuesto denominado 5b es el que presenta las mayores
ventajas a nivel tecnolégico, ya que es un producto econdmico, de facil obtencién
(sintesis en pocos pasos) y con un elevado rendimiento (97%). Desde el punto de vista
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biolégico, es el gemini con mayor potencial de la serie como agente antibacteriano,
antifungico y antihelmintico in vitro (ver anexo 1). En vista de estos resultados se
recomienda continuar con los estudios necesarios (pruebas toxicolégicas, ensayos in
vivo, pruebas a campo, etc.) para poder proponer este ultimo compuesto como una
alternativa para el control de nematodes que afectan la sanidad de los animales de
produccion, aportando una solucion en materia de manejo de la resistencia
antihelmintica en favor de la produccion pecuaria argentina.
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Al. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES ANTIBACTERIANAS Y
ANTIFUNGICAS DE LOS GEMINI SINTETIZADOS

AL1. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS COMPUESTOS GEMINI

La actividad antibacteriana y antifungica de los gemini (4a-c y 5a-c) sintetizados
fue evaluada frente a un amplio espectro de microorganismos de referencia por el
método de difusiébn en disco en dos medios antibidticos y se determind la
concentracién inhibitoria minima (CIM) para los compuestos mas activos de la serie.

Es sabido que los compuestos de naturaleza anfipatica tienen la capacidad de
intercalarse, a través de su regién hidrofébica, en el arreglo fosfolipidico de las
membranas biologicas provocando un alto grado de desestabilizacion lo cual se
traduce en un colapso de la misma en un proceso conocido como disrupcion celular.
Se ha propuesto que la accion de los surfactantes sobre las membranas se debe mas
a una interaccién fisica que quimica, este hecho haria suponer que la presencia de
mas de una cola hidrofébica por molécula aumentaria las probabilidades de
interaccion y por ende una mayor distorsién. Otro factor adicional en este tipo de
compuestos es la presencia de cargas, en el caso de los gemini catidnicos las cargas
positiva sobre los atomos de nitrégenos podrian entrar en contacto con los grupos
fosfatos negativamente cargados de los fosfolipidos aumentando aun mas las
posibilidades de interaccién entre la membrana bioldgica y el surfactante.

Por otra parte, se ha reportado la importancia de la funcionalidad B-hidroxi amino
en compuestos alquil derivados (como los presentados en esta tesis) en los productos
antimicrobianos, debido a que esta funcionalidad inhibiria a las enzimas glicosil
transferasas presentes en la superficie de los microorganismos que son las
encargadas de mantener la integridad de la pared celular de los microorganismos (1).

En este contexto los gemini cationicos y no idnicos sintetizados se presentan
como potenciales agentes antimicrobianos (2).
Al.2. MATERIALES Y METODOS
Al.2.1. Microorganismos

Las pruebas se realizaron con microorganismos de referencia provenientes de la
coleccion ATCC (American Type Culture Collection):

v' Bacterias Gram (+):

Bacillus subtilis ATCC 6633
Micrococcus luteus ATCC 9341
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Listeria monocytogenes ATCC 15313

v' Bacterias Gram (-):

Escherichia coli ATCC 11105
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

v" Hongos:

Levaduriforme: Candida albicans ATCC 10231
Filamentoso: Aspergillus niger ATCC 16404
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Al.2.2. Medios de cultivo

Para las pruebas microbiolégicas de difusion en disco y determinacion de la
concentracion inhibitoria minima (CIM), se utilizaron los medios de cultivo:

Antibiotic Medium (AM1) pH= 6,6 (Difco)
Antibiotic Medium (AM11) pH= 7,9 (Difco)

La composicion de los medios de cultivo puede verse en el Anexo I

Ademas, en la técnica de difusion en disco sobre los hongos se ensayo el medio
de cultivo Sabouraud glucosado pH= 5,6 (Difco). Sin embargo debido a que los
resultados obtenidos utilizando este medio de cultivo no aportaron mayor informacion
respecto a la accién de los compuestos sobre hongos, se decidié dejar de lado este
resultado y sélo presentar los datos obtenidos en AM 1y AM 11 (3, 4).

Al.2.3. Antiséptico comercial

En base a la bibliografia consultada, se seleccion6 el Cloruro de Benzalconio
(BAC) como patrén de referencia de probada actividad antimicrobiana.

El BAC fue adquirido en forma pura como una solucién acuosa al 50% (p/v)
(Fluka).

Al.2.4. Método de difusion en disco

Este método se realizd6 como screening inicial para detectar la actividad
antibacteriana y antifungica de los surfactantes (2-5).

Se impregnaron discos de papel estériles de 6 mm de diametro con 100 ug de
cada compuesto diluido en etanol y posteriormente se evaporé el disolvente. Luego,
los discos con los diferentes surfactantes se colocaron sobre la superficie de las
placas agarizadas y secas, previamente inoculaddas con una suspension de
microorganismos de 10° ufc mL™'. Finalmente, las placas se incubaron por 24 horas a
37 °C.

El criterio para la definicién de compuesto activo se atribuyé a la inhibiciéon del
crecimiento microbiano en la zona alrededor del disco y los resultados fueron
expresados con el diametro (en mm) de la zona de inhibicion. El test fue realizado por
duplicado. Ver Tabla 1.

El etanol fue adoptado como control negativo y el cloruro de benzalconio (BAC)
como control positivo.

Al.2.5. Determinacién de la concentracion inhibitoria minima

Los compuestos gemini mas activos de la serie (b y 5c¢), segun los halos de
inhibicion obtenidos por el método de difusién en disco, fueron también ensayados
sobre bases cuantitativas determinando las CIMs para cada microorganismo y
utilizando BAC como control positivo.

Para la determinacion de la CIM se tom6 como modelo la metodologia propuesta
en la bibliografia (3-5).

Se prepararon diluciones seriadas al medio de cada compuesto a evaluar con
agua destilada estéril. El rango de concentraciones ensayadas fue de 1024 pg mL™" a
0,125 pg mL™.

Las diluciones seriadas de los productos se incorporaron en los medios de
cultivo fundidos AM1 y AM11 y la mezcla homogeneizada fue vertida en placas de
Petri de 90 mm. Una vez secas fueron inoculadas con un multi-inoculador de Steers.
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El in6culo de cada microorganismo fue de aproximadamente 10* ufc mL™" y cada
microorganismo fue sembrado dos veces en una misma placa. Las placas fueron
incubadas por 24 horas a 37 °C.

Todas las concentraciones de surfactante en los diferentes medios de cultivo se
realizaron por duplicado y los controles positivos se realizaron con agua destilada
estéril.

La CIM para un compuesto y microorganismo dados, se define como la menor
concentraciéon testeada del compuesto a partir de la cual no se observa desarrollo
microbiano luego del periodo de incubacion estandarizado. Ver Tabla 2.

Al.3. RESULTADOS Y DISCUSION
Al.3.1. Método de difusion en disco

El método de difusién en disco es ampliamente utilizado como metodologia de
screening para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de nuevos compuestos. Es
una técnica sencilla, econémica, rapida y que permite realizar un relevamiento de la
actividad biolégica sobre una gran cantidad de compuestos en simultaneo (6, 7).

En la Tabla Al.1 se presenta la actividad antimicrobiana obtenida por el método
de difusidon en disco para los compuestos diméricos 4a-c y 5a-c sobre varios
microorganismos procariotas y eucariotas a partir de los diametros de los halos de
inhibicion.

Tabla Al.1l. Actividad antibacteriana y antifungica in vitro de seis de los surfactantes
sintetizados usando el método de difusion en disco®.

Compuestos’

Microorganismos Medio AM1 Medio AM11

4a 4b 4c 5a 5b  5¢c  BAC 4a 4b 4c 5a 5b  5c BAC
E. coli e ++ - - - - + - +
P. aeruginosa - - - - + - + - - - = + - +
M. luteus -+ 4+ - 4+ 4+ +H+ - =+ o+ 4+
S. aureus -+ - -+t o+t - - -+ o+ o+ ++
B. subtilis T T S - -+ o+ o+ A+
L. monocytogenes - - - -+ o+ ++ - - - -+ o+ ++
C. albicans T S R o - - o+ o+ 4+
A. niger e T = T - o+ o 4+ 4+

@ Zonas de inhibicion del crecimiento: -: 0-6 mm; +:7-12 mm; ++: 13-20 mm; +++: > 21mm.
® para ver la estructura de los compuestos, ver Capitulo 2, Figura 2.5.

De la Tabla Al.1, se desprende que los compuestos neutros 4a-4c y el derivado
cationico 5a no exhibieron apreciable actividad antimicrobiana in vitro sobre ninguno
de los microorganismos testeados. Sin embargo, los compuestos catiénicos 5b y 5c¢
mostraron tener buena actividad sobre las bacterias Gram-positivas Micrococcus
luteus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Listeria monocytogenes y sobre los
hongos Candida albicans y Aspergillus niger. Por otra parte, la actividad
antimicrobiana sobre las bacterias Gram-negativas, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, fue moderada para 5b y baja para 5¢c. Como era de esperarse, las
bacterias Gram-negativas fueron menos sensibles que las Gram-positivas debido a
que su membrana externa es menos permeable a los compuestos amfifilicos. Ademas,
se observa claramente que por este método, el compuesto 5b mostré una actividad
comparable con BAC y hasta alcanzé diametros de inhibicion mayores para M. luteus
y L. monocytogenes.

Es importante mencionar que la baja actividad biolégica de los compuestos
neutros en relacion a sus homodlogos cationicos, puede atribuirse a la elevada
densidad de cargas negativas que le confieren los acidos teichoicos a las membranas
de las bacterias Gram-positivas. Finalmente, la buena performance de los compuesto
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diméricos de 12 y 18 carbonos catidnicos se atribuye a su relativamente elevada
preferencia de adsorberse a la interfaz (ver valores de CMC/C,, Capitulo 3, Tabla 3.1)
y a un 6ptimo balance entre las regiones hidrofébicas e hidrofilicas.

Al.3.2. Determinacién de la concentracién inhibitoria minima

En la Tabla Al.2 se presentan los valores de CIMs (ug mL™") para los gemini que
exhibieron la mejor performance luego del screening (5b y 5¢) y para el germicida
comercialmente disponible, Cloruro de Benzalconio.

Tabla Al.2. Actividad antibacteriana y antifungica in vitro expresada como CIM para los
compuestos catidnicos diméricos de C4, y Cqgen dos medios antibiéticos.

CIM de los compuestos (ug mL'1)

Microorganismos Medio AM1 Medio AM11
5b 5¢c BAC 5b 5¢c BAC
E. coli 32 1024 12 16 1024 12
P. aeruginosa 128 1024 6 128 1024 12
M. luteus 4 16 6 4 64 2
S. aureus 12 128 6 12 64 2
B. subtilis 32 64 6 32 64 12
L. monocytogenes 32 64 6 32 64 12
C. albicans 32 128 12 32 64 6
A. niger 16 128 12 16 128 2

Los valores de CIMs mostrados en la Tabla Al.2 se correlacionan con los
diametros de los halos de inhibicion y la actividad antimicrobiana determinada a partir
del método de difusion en disco para los dos compuestos diméricos ensayados (5b y
5¢).

Ambos compuestos presentaron actividad contra todas las cepas ensayadas en
el rango de concentraciones examinado y en ningun caso se superé la concentracion
1024 pg mL™. Por otro lado, se establecié un orden de susceptibilidades, ya que la
actividad antimicrobiana dependidé claramente del microorganismo blanco, siendo las
bacterias Gram-positivas mas sensibles que las bacterias Gram-negativas. En los dos
medios de cultivo ensayados, las bacterias Gram-negativas E. coli (excepto para el
compuesto 5b) y P. aeruginosa fueron inhibidas a valores de CIMs mayores o iguales
a 128 ng mL™". En el caso de las bacterias Gram-positivas, el compuesto 5b exhibié
una muy buena actividad sobre M. luteus y S. aureus con valores de CIM de 4 ug mL"
y 12 pg mL™” respectivamente tanto en AM1 como en AM11. Ademas, 5b presentd
también buena actividad sobre A. niger con un valor de CIM de 16 pg mL™" (AM1 y
AM11). Por su parte, el Cloruro de benzalconio presentd excelentes valores de CIM
para todos los microorganismos ensayados en ambos medios de cultivo.

A modo de conclusién, podemos decir que la potencia antimicrobiana depende
del microorganismo blanco (bacterias Gram-positivas > hongos > bactarias Gram-
negativas), de la naturaleza de los compuestos (catiénicos > no iénicos) y del largo de
su cadena alquilica (Cq2 > C45 > Cg). Ademas se observa que todos los compuestos
neutros 4a-c y el compuesto catiénico 5a, con un largo de cadena de 8 carbonos, se
mostraron practicamente inactivos frente a los microorganismos ensayados.
Finalmente el compuesto dimérico de 12 carbonos (5b) demostré ser el agente
antimicrobiano mas activo de la serie de compuestos ensayados frente a bacterias
Gram-positivas y hongos in vitro.
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ANEXO Il
All. MEDIOS DE CULTIVO, BUFFERS Y ANOVA FACTORIAL

All.1. COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVOS Y BUFFERS
Antibiotic Medium (AM)

Extracto de carne 1,59
Extracto de levadura 39
Digerido pancreatico de caseina 49
Peptona 69
Dextrosa 19
Agar 159
Agua destilada 1000 mL

Para AM1 se lleva a pH 6.6 con HCI (conc.) y para AM11 se lleva a pH 7.9 con Na(OH)
(conc).

Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) sin rojo fenol

Para 1000 mL de solucion

Cloruro de sodio (NaCl) 8000 mg
Cloruro de potasio (KCI) 400 mg
Fosfato de potasio monobasico (KH.PO,) 60 mg
Glucosa 1000 mg
Fosfato de sodio dibasico anhidro (Na;HPOQO,) 48 mg
Sulfato de magnesio anhidro (MgSO,) 98 mg
Cloruro de Calcio anhidro (CaCly) 140 mg
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 350 mg
pH=7,5

Soluciones fijadoras para microscopia electrénica

Solucién de glutaraldehido al 2,5% en buffer fosfato de Sorensen 0,1 M pH= 7,2
Buffer fosfato de Sorensen (0,1M)

*Solucion A: 0,2 M

Fosfato de sodio dibasico anhidro Na,HPO, 24g/1000mL

o] Na,HPO,4.2H,0 5,61g/1000mL
*Solucion B: 0,2 M

Fosfato de sodio monobasico anhidro NaH,PO, 28,4g9/1000mL
6 NaH,P0O,4.2H,0 31,21g/1000mL

Para preparar 100 mL del buffer fosfato 1M pH= 7,2. Se mezclan las proporciones que
se presentan en la tabla y se lleva a volumen con agua destilada.

pH a 25°C Soluciéon A (mL) Solucién B (mL)

6.4 13,25 36,75
6.6 18,75 31,25
6.8 24,5 25,5
7,0 30,5 19,5
7.2 36,0 14,0
7.4 40,5 9,5

7,6 43,5 6,5

7.8 43,75 4,25
8,0 47,35 2,65

71



All.2. ANOVA FACTORIAL
Andlisis estadistico para los compuestos ensayados (5b-f)

Resunen del Procedi nm ento

Vari abl e dependi ente: Movilidad
Fact ores:

Ti enpo

Sexo

Conpuest o

Concentraci 6n

Nanmer o de casos conpl etos: 1200

Anédlisis de |la Varianza para Myvilidad - Sunas de Cuadrados de Tipo |11

EFECTCS PRI NCI PALES

A: Conpuest o 757,775 4 189, 444 170, 16 0, 0000
B: Concentraci 6n 2236, 4 4 559,1 502, 17 0, 0000
C: Ti enpo 144, 61 7 20, 6586 18, 56 0, 0000
D: Sexo 0, 03 1 0, 03 0, 03 0, 8696
RESI DUCS 1317,1 1183 1,11336
TOTAL ( CORREG DO) 4455, 92 1199

Los cocientes F estéan basados en el error cuadratico nmedio residual.

Andlisis estadistico paratres de los compuestos ensayados (5b, 5¢c y 5e)

Resunmen del Procedi niento

Vari abl e dependi ente: Mvilidad
Fact ores:

Conpuest o

Concentraci 6n

Sexo

Ti enpo

Nanmer o de casos conpl etos: 720

Anédlisis de la Varianza para Mvilidad - Sunmas de Cuadrados de Tipo |11

EFECTOS PRI NCI PALES

A: Conpuest o 6, 825 2 3,4125 7,69 0, 0005
B: Concentraci 6n 2330, 42 4 582, 606 1312, 17 0, 0000
C: Ti enpo 64, 9542 7 9, 27917 20, 90 0, 0000
D: Sexo 0, 734722 1 0, 734722 1,65 0, 1983
| NTERACCI ONES
AB 43, 9528 8 5,4941 12, 37 0, 0000
AC 54,9083 14 3,92202 8, 83 0, 0000
AD 0, 836111 2 0, 418056 0,94 0, 3906
BC 45, 6222 28 1, 62937 3, 67 0, 0000
BD 1, 05 4 0, 2625 0, 59 0, 6691
cD 2, 03194 7 0, 290278 0, 65 0, 7113
RESI DUCS 285, 05 642 0, 444003
TOTAL ( CORREG DO) 2836, 39 719

Los cocientes F estéan basados en el error cuadréatico nedio residual.



Contraste Miltiple de Rangos para Myvilidad segun Conpuesto

Mét odo: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Medi a LS

Sigma LS

G upos Honpgéneos

1, 55833
1, 75833
1, 77083

0, 0430118
0, 0430118
0, 0430118

Conpuest o Recuent o
5b 240

5c 240

5e 240
Contraste

5b - 5¢

5b - b5e

5c - be

*-0,2
*-0,2125
-0,0125

0, 142889
0, 142889
0, 142889

* indica una diferencia significativa

Contraste Miltiple de Rangos para Mvilidad segun Sexo

Mét odo: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Medi a LS

Sigma LS

G upos Honbgéneos

1, 66389
1,72778

0, 035119
0, 035119

Sexo Recuent o
Macho 360
Henbr a 360
Contraste

Henmbra - Macho

* indica una diferencia significativa

Andlisis estadistico para el compuesto Gemini (5b)

Resunmen del Procedi niento

Vari abl e dependi ent e:

Fact ores:

Concentraci 6n

Ti enpo
Sexo

Movi | i dad

Ninmero de casos conpl etos: 240

Anélisis de la Varianza para novilidad -

Surmas de Cuadrados de Tipo Il

EFECTOS PRI NCI PALES
A: concentraci on

B: ti enpo

C: sexo

NTERACCI ONES
AB
AC
BC

804, 433
35, 7833
0, 0166667

47,9667
3, 23333
0, 716667

87,0333

201, 108
5, 1119
0, 0166667

1, 7131
0, 808333
0, 102381

0, 462943

P- Val or

434, 41 0, 0000
11, 04 0, 0000
0, 04 0, 8497
3,70 0, 0000
1,75 0, 1416
0, 22 0, 9801

Los cocientes F estéan basados en e

error

cuadr ati co nedi o residual
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Contraste Miltiple de Rangos para Myvilidad segun Concentraci é6n

Mét odo: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Concentraci 6n Recuento Media LS Sigma LS G upos Honbgéneos
500 48 0,0 0, 0982072 X

100 48 0, 270833 0, 0982072 X

50 48 0, 354167 0, 0982072 X

10 48 2, 35417 0, 0982072 X

0 48 4,8125 0, 0982072 X

Contraste Di f erenci as +/- Limtes
0 - 10 *2,45833 0, 382546
0 - 50 *4,45833 0, 382546
0 - 100 *4, 54167 0, 382546
0 - 500 *4,8125 0, 382546
10 - 50 *2,0 0, 382546
10 - 100 *2,08333 0, 382546
10 - 500 *2,35417 0, 382546
50 - 100 0, 0833333 0, 382546
50 - 500 0, 354167 0, 382546
100 - 500 0, 270833 0, 382546

* indica una diferencia significativa.



Contraste Miltiple de Rangos para Mvilidad segun Ti enpo

Mét odo: 95,0 porcentaj e HSD de Tukey

Ti enpo Recuento Media LS Sigma LS Grupos Honpgéneos
120 30 1,0 0, 124223 X

75 30 1,2 0, 124223 X

90 30 1,4 0, 124223 XX

60 30 1, 43333 0, 124223 XX

105 30 1, 46667 0, 124223 XX

45 30 1,8 0, 124223 XX

30 30 1, 86667 0, 124223 XX

15 30 2,3 0, 124223 X

Contraste Di f er enci as +/- Limtes
15 - 30 0, 433333 0, 538502
15 - 45 0,5 0, 538502
15 - 60 *0, 866667 0, 538502
15 - 75 *1,1 0, 538502
15 - 90 *0,9 0, 538502
15 - 105 *0, 833333 0, 538502
15 - 120 *1,3 0, 538502
30 - 45 0, 0666667 0, 538502
30 - 60 0, 433333 0, 538502
30 - 75 *0, 666667 0, 538502
30 - 90 0, 466667 0, 538502
30 - 105 0,4 0, 538502
30 - 120 *0, 866667 0, 538502
45 - 60 0, 366667 0, 538502
45 - 75 *0, 6 0, 538502
45 - 90 0,4 0, 538502
45 - 105 0, 333333 0, 538502
45 - 120 *0, 8 0, 538502
60 - 75 0, 233333 0, 538502
60 - 90 0, 0333333 0, 538502
60 - 105 -0,0333333 0, 538502
60 - 120 0, 433333 0, 538502
75 - 90 -0,2 0, 538502
75 - 105 -0, 266667 0, 538502
75 - 120 0,2 0, 538502
90 - 105 -0, 0666667 0, 538502
90 - 120 0,4 0, 538502
105 - 120 0, 466667 0, 538502

* indica una diferencia significativa.



Andlisis estadistico para el compuesto gemini 5¢

Resunen del Procedi m ento

Vari abl e dependi ente

Fact ores:

Concentraci 6n

Ti enpo
Sexo

Movi | i dad

Narmer o de casos conpl etos: 240

Anélisis de la Varianza para novilidad -

Surmas de Cuadrados de Tipo |11

EFECTOS PRI NCl PALES
A: concentraci on
B:ti enpo
C: sexo

I NTERACCI ONES
AB
AC
BC

825, 483
60, 3833
1,35

34,1167
0, 0666667
1, 31667

45, 2667

P-Val or

580, 02 0, 0000
24, 24 0, 0000
3,79 0, 0527
5,06 0, 0000
0, 07 0, 9912
0,78 0, 6038

4 206, 371
7 8, 62619
1 1,35
28 1, 21845
4 0, 0166667
7 0, 188095
188 0, 24078
239

Los coci entes F estan basados en e
Contraste Miltiple de Rangos para Movilidad segin Concentraci 6n

error

cuadr ati co nedi o residual

Mét odo: 95,0 porcentaj e HSD de Tukey

Recuent o

Medi a LS

0, 0625
0, 3125
0, 541667
3, 14583
4,72917

0, 0708255 X

0, 0708255 XX
0, 0708255 X
0, 0708255 X
0, 0708255 X

Concent r aci 6n

500 48
100 48
50 48
10 48
0 48
Contraste

0 - 10

0 - 100

0 - 50

0 - 500

10 - 100

10 - 50

10 - 500

100 - 50

100 - 500

50 - 500

*1, 58333
*4,41667
*4,1875
*4, 66667
*2,83333
*2,60417
*3, 08333
-0, 229167
0,25

*0, 479167

0, 275887
0, 275887
0, 275887
0, 275887
0, 275887
0, 275887
0, 275887
0, 275887
0, 275887
0, 275887

* indica una diferencia significativa
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Contraste Miltiple de Rangos para Mvilidad segun Ti enpo

Mét odo: 95,0 porcentaje HSD de Tukey

Ti enpo Recuento Media LS Signma LS G upos Honpgéneos
90 30 1, 36667 0, 089588 X

60 30 1,4 0, 089588 X

105 30 1, 46667 0, 089588 X

75 30 1, 46667 0, 089588 X

45 30 1,5 0, 089588 X

120 30 1, 63333 0, 089588 X

30 30 2,56667 0, 089588 X

15 30 2,66667 0, 089588 X

Contraste Di ferenci as +/- Limtes
105 - 120 -0, 166667 0, 38836
105 - 15 *-1,2 0, 38836
105 - 30 *-1,1 0, 38836
105 - 45 -0,0333333 0, 38836
105 - 60 0, 0666667 0, 38836
105 - 75 0,0 0, 38836
105 - 90 0,1 0, 38836
120 - 15 *-1,03333 0, 38836
120 - 30 *-0, 933333 0, 38836
120 - 45 0, 133333 0, 38836
120 - 60 0, 233333 0, 38836
120 - 75 0, 166667 0, 38836
120 - 90 0, 266667 0, 38836
15 - 30 0,1 0, 38836
15 - 45 *1, 16667 0, 38836
15 - 60 *1, 26667 0, 38836
15 - 75 *1,2 0, 38836
15 - 90 *1,3 0, 38836
30 - 45 *1, 06667 0, 38836
30 - 60 *1, 16667 0, 38836
30 - 75 *1,1 0, 38836
30 - 90 *1,2 0, 38836
45 - 60 0,1 0, 38836
45 - 75 0, 0333333 0, 38836
45 - 90 0, 133333 0, 38836
60 - 75 -0,0666667 0, 38836
60 - 90 0, 0333333 0, 38836
75 - 90 0,1 0, 38836

* indica una diferencia significativa

Andlisis estadistico para el compuesto gemini 5e

Resunen del Procedi m ento

Vari abl e dependi ente: Movilidad
Fact ores:

Concent raci 6n

Ti enpo

Sexo

Narmer o de casos conpl etos: 240
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Anélisis de |la Varianza para Myvilidad - Sunas de Cuadrados de Tipo |11

EFECTCS PRI NCI PALES

A: Concentraci 6n 744, 458 4 186, 115 604, 57
B: Ti enpo 23, 6958 7 3,38512 11, 00
C. Sexo 0, 204167 1 0, 204167 0, 66
| NTERACCI ONES

AB 52, 4083 28 1, 87173 6, 08
AC 0, 191667 4 0, 0479167 0, 16
BC 3, 5625 7 0, 508929 1, 65
RESI DUCS 57, 875 188 0, 307846
TOTAL ( CORREG DO) 882, 396 239

Los cocientes F estéan basados en el error cuadratico nmedio residual.
Contraste Miltiple de Rangos para Movilidad segun Concentraci 6n
Mét odo: 95,0 porcentaje HSD de Tukey
Concentraci 6n Recuento Media LS Sigma LS Grupos Honpgéneos
500 48 0, 0208333 0, 080084 X

100 48 0, 125 0, 080084 X
50 48 1, 4375 0, 080084 X

10 48 2,47917 0, 080084 X
0 48 4,79167 0, 080084 X
Contraste Di f erenci as +/- Limtes
0 - 10 *2,3125 0, 311951
0 - 50 *3, 35417 0, 311951
0 - 100 *4, 66667 0, 311951
0 - 500 *4,77083 0, 311951
10 - 50 *1, 04167 0, 311951
10 - 100 *2,35417 0, 311951
10 - 500 *2,45833 0, 311951
50 - 100 *1, 3125 0, 311951
50 - 500 *1, 41667 0, 311951
100 - 500 0, 104167 0, 311951

* indica una diferencia significativa

0, 0000
0, 0000
0, 4165

0, 0000
0, 9603
0, 1230
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Contraste Miltiple de Rangos para Movilidad segun Ti enpo

Mét odo: 95,0 porcentaj e HSD de Tukey

Ti enpo Recuento Media LS Sigma LS Grupos Honpgéneos
120 30 1, 13333 0, 101299 X

30 30 1,5 0, 101299 XX

90 30 1, 63333 0, 101299 XX

45 30 1, 76667 0, 101299 XXX

15 30 1, 96667 0, 101299 XX

105 30 2,0 0, 101299 XX

60 30 2, 03333 0, 101299 XX

75 30 2,13333 0, 101299 X

Contraste Di ferenci as +/- Limtes
15 - 30 *0, 466667 0, 439127
15 - 45 0,2 0, 439127
15 - 60 -0, 0666667 0, 439127
15 - 75 -0, 166667 0, 439127
15 - 90 0, 333333 0, 439127
15 - 105 -0, 0333333 0, 439127
15 - 120 *0, 833333 0, 439127
30 - 45 -0, 266667 0, 439127
30 - 60 *-0, 533333 0, 439127
30 - 75 *-0, 633333 0, 439127
30 - 90 -0, 133333 0, 439127
30 - 105 *-0,5 0, 439127
30 - 120 0, 366667 0, 439127
45 - 60 -0, 266667 0, 439127
45 - 75 -0, 366667 0, 439127
45 - 90 0, 133333 0, 439127
45 - 105 -0, 233333 0, 439127
45 - 120 *0, 633333 0, 439127
60 - 75 -0,1 0, 439127
60 - 90 0,4 0, 439127
60 - 105 0, 0333333 0, 439127
60 - 120 *0,9 0, 439127
75 - 90 *0,5 0, 439127
75 - 105 0, 133333 0, 439127
75 - 120 *1,0 0, 439127
90 - 105 -0, 366667 0, 439127
90 - 120 *0,5 0, 439127
105 - 120 *0, 866667 0, 439127

* indica una diferencia significativa.



