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RESUMEN

La investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos han hecho posible la
introduccién de tratamientos de enfermedades que antes eran mortales. En la
investigaciéon de un nuevo farmaco se sintetizan nuevas moléculas y se
prueban farmacoldégicamente. En estudios previos, se sintetizaron 22
imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3- sustituidas con diferentes sustituyentes y fueron
evaluados in vitro contra cepas de Trichomonas vaginalis GT; y Entamoeba
histolytica HM1-IMSS farmacorresistentes al metronidazol, de los cuales, cuatro
compuestos mostraron el mejor efecto antiparasitario. La presente
investigacién corresponde a los estudios preclinicos de estos compuestos,
imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1a), 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-
carboxilato de etilo (1b), imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2a) y 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2b).

En primer instancia, se escalaron los cuatro compuestos imidazo[1,2-a]piridinas
2-, 3- sustituidas 1a, 1b, 2a and 2b con rendimientos de moderados a buenos
(36.4%-77.9%).

Con base en la DLsp, los cuatro compuestos imidazo[1,2-a]piridina 2- y 3-
sustituidas, se clasificaron de practicamente no toxicos a ligeramente toxicos.
El grupo carbonitrilo en la posicién 2- aumentd la toxicidad con respecto al
grupo carboetoxi y el grupo nitro en la posicion 3- disminuyo la toxicidad, en las
dos parejas analogas estudiadas. Los compuestos 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-
2-carboxilato de etilo (1b) e imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2a)
disminuyeron el transporte activo de aniones organicos después del tratamiento
subagudo de 14 dias. Los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de
etilo (1a) y 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1b) redujeron la
velocidad de filtracién glomerular por su efecto en la hemodinamia glomerular.
Ninguno de los cuatro compuestos imidazo[1,2-a]piridinas 2- y 3- sustituidas
presentaron toxicidad a nivel tubular ni hepatotoxicidad. La molécula lider (lead)

de los cuatro compuestos es la 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2b).
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ABSTRACT

Advances in the research and development of new drugs have made it possible
the treatment of long-term incurable diseases. The research on new drugs
involves the preparation or isolation of new molecules and the screening of their
potential biological response. In a previous study, imidazo[1,2-a]pyridines
carrying different substituents at positions 2 , 3 were synthesized and evaluated
against Trichomonas vaginalis GT3 and Entamoeba histolytica HM1-IMSS, in
vitro. From the group, four out of 22 compounds showed best anti-parasitic
activity. The present investigation deals with the preclinical studies carried out
on the four compounds, ethyl imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate (1a), ethyl 3-
nitroimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate (1b), imidazo[1,2-a]pyridine-2-
carbonitrile (2a) and 3-nitroimidazo[1,2-a]pyridine-2-carbonitrile (2b).

First, the four imidazo[1,2-a]pyridine derivatives 1a, 1b, 2a and 2b were scaled
up in moderate to good yields (36.4%-77.9%).

The four compounds were classified form practically non toxic to slightly toxic in
agreement with the LDsy values obtained. The nitrile group at position 2,
increased the toxicity as compared to the carboethoxy group at the same
position. Interestingly, the nitro group at position 3 caused a diminished toxicity
in the two analog compounds. Ethyl 3-nitroimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate
(1b) and imidazo[1,2-a]pyridine-2-carbonitrile (2a) diminished the active
transport of organic anions as a result of the subacute toxicity treatment carried
out during 14 days. Ethyl imidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate (1a) and ethyl 3-
nitroimidazo[1,2-a]pyridine-2-carboxylate (1b) reduced the glomerular filtration
rate because of their effect on the glomerular hemodynamics.

The four imidazo[1,2-a]pyridine derivatives under investigation caused neither
tubular toxicity nor hepatotoxicy. Best performance of the 4 tested compounds

was shown by 3-nitroimidazo[1,2-a]pyridine-2-carbonitrile (2b).



1. INTRODUCCION

El avance cientifico y tecnolégico en los aspectos de la salud han
aportado herramientas como la ingenieria genética, la biologia molecular, los
trasplantes, la cirugia de alta tecnologia, los farmacos, los fitofarmacos, etc.,
para hacer posible que muchas enfermedades que hasta hace muy poco
tiempo eran letales o incurables, ahora puedan ser curadas o tratadas y
mejorar la calidad de vida de los pacientes que las utilizan (Juaristi, 2007).

La investigacion y el desarrollo de un nuevo farmaco es un proceso
multidisciplinario, complicado, tardado, costoso y con el éxito no garantizado;
que tiene el objetivo final de obtener nuevos medicamentos de calidad y
seguros. El tiempo para cubrir todo el proceso de investigacién de un nuevo
farmaco es aproximadamente de ocho afnos y medio, periodo que incluye la
sintesis, las pruebas en animales, los estudios clinicos, hasta el lanzamiento al
mercado; los costos para realizar todos estos estudios van desde 100 hasta
mas de 500 millones de dodlares. Una de cada 5,000 a 10,000 moléculas
sobrevive a las pruebas posteriores a su descubrimiento, para que finalmente
llegue a formar parte de un medicamento (From Test Tube To Patient, 2006;
The Center for Drug Evaluation and Research Handbook, 1998). En la figura 1
se ilustran las etapas de investigacion y desarrollo de un nuevo farmaco.

Antes de iniciar la busqueda de nuevos farmacos se especifica el area
terapéutica, para esto, se selecciona al area de investigacion principalmente
con base en: i) las necesidades de los médicos para mejorar algun tratamiento
actual, ii) la existencia de datos cientificos que fundamenten la necesidad de
tratar alguna enfermedad vy iii) al numero de pacientes que presentan el

padecimiento a tratar. Esta etapa es conocida como fase DO (Herrling, 2005).

Seleccion

del area

terapéutica
DO

Identificacion
del objetivo
D1

Busqueda de
los "hits”
D2

Optimizacion
de los
"leads"

D3

Estudios de
seguridad y
eficacia
D4

Fase |

(PdC)
Fase Il

Fase Il

Registro

Fase IV

Descubrimiento

Desarrollo inicial

Desarrollo completo

Figura 1. Fases del descubrimiento y desarrollo de un nuevo farmaco. En general, se divide en
tres fases: la fase de descubrimiento que incluyen de la DO a la D3, la fase de desarrollo
inicial, dentro de la cual se encuentran la fase preclinica D4 y las pruebas clinicas | y Il, y

finalmente, se presenta la fase de desarrollo completo, que incluyen las fases clinicas Il y IV.

(Modificada de Herrling, 2005 y http://www.novartis.com/research/drug-discovery.shtml).



1.1. Disefio de nuevos farmacos

Una vez que se eligid el area terapéutica, se da inicio al proceso del
disefio propiamente dicho, de tal forma que se elige el objetivo terapéutico o
target (fase D1). Los objetivos terapéuticos son los sitios moleculares exactos a
los que van dirigidos los nuevos farmacos para curar o incluso prevenir la
enfermedad a tratar, la gran mayoria son proteinas que incluyen receptores de
membrana y canales ionicos, enzimas intra- o extracelulares, proteinas
involucradas en vias de sefalizacion y receptores nucleares. Una vez que es
elegido el objetivo terapéutico, se continua con la dilucidacion de su estructura
tridimensional. Posteriormente, se obtiene en cantidades suficientes y en forma
pura, para permitir el desarrollo adecuado del cribado o screening de las
nuevas herramientas terapéuticas. Estas herramientas, principalmente incluyen
compuestos de bajo peso molecular (PM 100-1000) provenientes de productos
naturales, proteinas (anticuerpos y factores de crecimiento), terapia génica,
trasplantes, terapia celular (células madre embrionarias o adultas), érganos
artificiales y compuestos de bajo peso molecular sintéticos. El enfoque sera en
los compuestos de bajo peso molecular o sintéticos, que son compuestos con
un peso molecular menor a 500 Da, que mimetizan la funcién de las moléculas
pequefias como por ejemplo, las hormonas o los neurotransmisores, para
modular procesos bioldgicos. Estos compuestos tienen muchas ventajas, entre
las cuales resaltan las siguientes: a) acceso potencial a todos los
compartimentos del cuerpo humano, b) susceptibles a ser modificados
sintéticamente para mejorar su perfil farmacoldgico y toxicoldgico, por ejemplo:
solubilidad, especificidad por el objetivo, reduccion de efectos colaterales, etc.
Los ligandos o compuestos candidatos a interactuar con el objetivo son
identificados mediante el cribado de colecciones de compuestos disponibles en
cada compafiia farmacéutica o centro de investigacién. Los ligandos que tienen
efecto en el objetivo se llaman moléculas primarias (hits) y son validados
mediante el uso de experimentos repetidos y de registros de curvas dosis-
respuesta. Estos hits son también seleccionados para mejorar su actividad
antes de continuar su estudio. Los compuestos elegidos son ahora llamados
moléculas lider (leads), esta etapa se llama fase D2 (Herrling, 2005; Juaristi,
2007; Preziosi, 2007).



En la actualidad, se han originado diversos procesos para la busqueda
de los ligandos, y pueden distinguirse cuatro estrategias fundamentales:

1. Modificacion quimica de una molécula conocida. A partir de un
nucleo conocido se modifican los sustituyentes para producir gran
numero de moléculas nuevas.

2. Estudios aleatorios sobre la actividad biolégica. Obtencion de
diferentes fuentes como las plantas, los insectos, los organismos
marinos se obtienen moléculas organicas o péptidos con
posibilidades terapéuticas.

3. Disefio racional de farmacos. Con base en la analogia estructural con
un ligando endogeno o a partir del conocimiento de la diana
terapéutica determinada.

4. Cribado sistematico de las familias de compuestos. Mediante una
seleccién de rendimiento elevado (HTS) se eligen los compuestos
que poseen el mejor efecto farmacoldgico (Delgado y col., 2003).

Concomitante a esto, los compuestos obtenidos son modificados y
sometidos a evaluaciones de estructura-actividad para optimizar su solubilidad,
la potencia, selectividad, propiedades metabdlicas, asi como para disminuir sus
efectos tdxicos evaluados en estudios in vitro e in vivo. Los compuestos mas
prometedores son evaluados en al menos dos especies de animales (una
roedora y la otra no roedora) para obtener informacién acerca de la
especificidad hacia el objetivo. Es comun realizar estudios comparativos con el
agente terapéutico de eleccién que se encuentra en el mercado, cuyo proposito
es obtener resultados significativos con respecto al beneficio de los nuevos
candidatos y los farmacos ya utilizados normalmente por los pacientes. La
patente de un principio activo nuevo se lleva a cabo al final de esta fase D3
(Herrling, 2005; Juaristi, 2007; Preziosi, 2007).

Para definir la actividad y la selectividad del farmaco, se usa una diversidad
de pruebas bioldgicas a los niveles molecular, celular, de 6rgano y en animales;
dentro de las cuales, el tipo y el numero a realizar dependen del objetivo
farmacoldgico; por ejemplo: los farmacos antiinfecciosos en su mayoria seran
probados primero contra una variedad de microorganismos patdgenos,
mientras que los farmacos hipoglucémicos seran empleados por su capacidad

de reducir la concentracion de glucosa sanguinea. Estos estudios también
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aportan informacién para demostrar efectos toéxicos, y de manera ocasional,
revelan una accion terapéutica que no se sospechaba con anterioridad. En los
casos en que se dispone de buenos modelos, por lo general, es posible
obtener farmacos adecuados ya que dicho modelo asemeja lo mejor posible al
padecimiento a tratar. Por lo que, en padecimientos sobre los cuales aun no se
disponen de modelos adecuados se carece de manera notable de buenos
farmacos para el tratamiento de las afecciones objetivo. Por lo general, se
requieren estudios en los animales normales o testigos para determinar el
efecto del farmaco en los aparatos, sistemas y modelos de las enfermedades.
En caso de que el agente tuviera una actividad util, se realizan estudios para
detectar efectos adversos sobre otros aparatos y sistemas principales, como el
cardiovascular, el respiratorio, el digestivo, el endocrino y el nervioso central.
En particular, los objetivos terapéuticos deben ser validados continuamente en
todas las fases, para demostrar que el tratamiento con el nuevo farmaco

produce un beneficio terapéutico (Berkowitz y Katzung, 1991; Cachén, 2008)

1.2. Estudios preclinicos de la eficacia y la seguridad

La investigacion preclinica proporciona la informacién sobre las
propiedades de las nuevas entidades quimicas (NEQ) in silico, in vitro e in vivo.
Esta fase, también llamada D4, involucra estudios de toxicidad aguda,
subaguda, cronica, genotoxicidad, carcinogénesis, mutagénesis vy
teratogénesis, estudios de farmacocinética y farmacodinamia (ADMET);
ademas, se empieza a escalar la obtencién de las nuevas moléculas e inician
los estudios de formulacion. Los objetivos de los estudios en animales es
verificar si el efecto que se ha observado en los cultivos celulares o en los
estudios en tejidos u 6rganos aislados tiene lugar en un organismo viviente y
que la administracién del nuevo farmaco en humanos sea segura (Cachodn,
2008).

Los compuestos que pasan de manera satisfactoria por los
procedimientos iniciales de seleccion y perfil, deben evaluarse con cuidado
para detectar riesgos potenciales antes de iniciar las pruebas clinicas. Aunque
ningun producto quimico puede certificarse como totalmente seguro o libre de

riesgo, ya que todas las sustancias quimicas son toxicas a determinada dosis,



con frecuencia es posible estimar el riesgo inherente a la exposicion al
producto quimico en condiciones especificas si se realizan pruebas adecuadas.

En el estado preclinico generalmente se debe cumplir como minimo los
siguientes aspectos: i) desarrollo de un perfil farmacoldgico, ii) determinacion
de la toxicidad aguda al menos en dos especies de animales vy iii) estudios de
toxicidad crénica y subcrénica. Es importante reconocer que la extrapolacion de
datos de toxicidad obtenidos con animales a los seres humanos no es del todo
confiable, ya que para cualquier compuesto dado, los datos de toxicidad tienen
solamente un valor predictivo con respecto a su toxicidad en seres humanos.
Por motivos estadisticos, es poco probable que se detecten efectos adversos
infrecuentes, como ocurre en las pruebas clinicas, ya que en estas pruebas el
numero de individuos es mucho mayor. Cabe mencionar que aunque los
niveles séricos eficaces pueden ser aceptablemente extrapolables de las
especies animales al hombre, la dosis eficaz en especies animales muy
frecuentemente es diferente de la dosis eficaz en la especie humana (Berkowitz
y Katzung, 1991).

En esta fase también se lleva a cabo el escalamiento de la obtencién del
nuevo compuesto, que va de miligramos a kilogramos y también se desarrolla
la formulacién. Se define la estrategia de los estudios clinicos, con gran énfasis
en el uso de biomarcadores y los estudios de prueba de concepto (PdC). Se
puede percibir que durante la Fase D4, s6lo una pequefia proporciéon de las
moléculas podran pasar a los estudios clinicos; de aproximadamente 10,000
moléculas que llegan a la fase preclinica, sélo de una a diez pasan a la fase
clinica y de éstas, aproximadamente 20% llegaran al mercado. En suma, esta
fase es la preparacién final para dar inicio a las pruebas clinicas de los
candidatos potenciales (Cachoén, 2008; FDA, 2000; Herrling, 2005; Novartis,
2009).

1.2.1. Toxicidad aguda

Dentro de la fase D4 se encuentran los estudios de toxicidad aguda, que
proporcionan la informacion necesaria para saber la dosis a utilizar en estudios
de dosis repetidas, las dosis iniciales para los estudios clinicos de la Fase |, la
identificaciéon de la toxicidad preliminar y los 6rganos blanco afectados, y

ocasionalmente, la revelacion de la toxicidad retardada. Con estos estudios se
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obtienen la DLsy, DEsy y el indice terapéutico, este ultimo, es un concepto
general valido para predecir el grado de seguridad de un farmaco nuevo (Bello
y Lépez de Cerain, 2001). Con respecto a esto, las sustancias se clasifican en
varias categorias, de acuerdo con su DLsg, normalmente determinadas en

roedores y por via oral o dérmica (Repetto y Repetto, 2009) (tabla 1).

Tabla 1. Categorias de peligro de toxicidad aguda con fines de clasificacion

Via oral Posible dosis letal en
Categoria Etiquetas de toxicidad DLso (mg/kg de peso h
umanos
corporal)
1 Extremadamente toxico <5 1 gota, 1 grano
2 Altamente toéxico 5a50 1 cucharada (4mL)
3 Moderadamente téxico 50 a 300 3049
4 Ligeramente téxico 300 a 2000 250 g
5 Practicamente no toxico 2000 a 5000 1 litro

Modificada de United Nations, 2007; Campos, 2008; Repetto y Repetto, 2009.

Estos estudios se realizan en al menos dos especies de mamiferos, una
roedora y la otra no roedora, con un numero equivalente de animales de cada
sexo y la via de administracion a emplear sera aquella que se pretende utilizar
en humanos. Se utilizan dosis crecientes y se administra una sola vez. En
cuanto a la seleccion de los niveles de las dosis se debe usar de tres a cuatro
niveles, separados apropiadamente, para asegurar la presencia de los efectos
toxicos y a su vez la incidencia del numero de animales muertos También, se
deben tomar en cuenta el uso de grupos testigo, a los que se administra el
vehiculo utilizado para disolver los compuestos de prueba (Akhila y col, 2007;
FDA, 1996; The Center for Drug Evaluation and Research Handbook, 1998)

En los estudios con roedores se debe considerar el uso de pequefos
grupos de animales, que van de tres a cinco animales por sexo y por dosis. La
duracién de este estudio es de 7 a 14 dias, periodo después de la
administracion del farmaco, durante el cual se observa el numero de animales
muertos. Ademas, de obtenerse el porcentaje de mortalidad, también, es
recomendable observar si existen signos de intoxicacion tales como: letargo,
modificaciones en el comportamiento, convulsiones, consumo de comida, etc.
(Berkowitz y Katzung, 1991; Cachon, 2008; Eaton y Klaassen, 2001; FDA,
1996).




1.2.2. Toxicidad subaguda

El objetivo de estos estudios es el de adquirir informacién adecuada para
predecir los efectos adversos potenciales que pueden ocurrir en los estudios
clinicos, orientar al investigador sobre la dosis a utilizar en los estudios crénicos
y determinar qué 6rganos son afectados por las nuevas moléculas.

Este estudio, al igual que en la toxicidad aguda, se realiza en dos
especies, una roedora y otra no roedora, mediante la administracién diaria del
farmaco a lo largo de un cierto periodo, que puede durar de 14 a 28 dias. La
via de administracion es la que se pretende utilizar en los estudios clinicos y el
numero de animales recomendado es de 5 ratas por sexo y por dosis. Para las
pruebas de toxicidad subaguda se utilizan dosis que aseguren la aparicion de
algun efecto adverso. Se deben considerar a los grupos testigo, a los que se
administra el vehiculo utilizado para disolver los compuestos que se estudian
(FDA, 2010).

Se debe predecir adecuadamente la toxicidad de las nuevas moléculas y
evitar los falsos negativos, para disminuir la probabilidad de que se presenten
efectos adversos en las fases clinicas, pérdidas de recursos humanos y
materiales, y de un beneficio inseguro. En este contexto, es mejor encontrar
falsos positivos, debido a que es preferente terminar durante las pruebas
preclinicas y prescindir de gastos innecesarios (FDA, 2000).

Durante el periodo de observacion se realizan exploraciones fisicas para
observar si se presentan sintomas de toxicidad tales como: cambios en el peso
corporal, consumo de alimento, cambios en la pigmentacion de la piel,
efectos a nivel cardiorrespiratorio, anormalidades a nivel motor y de
comportamiento, formacion de quistes, etc. Se realizan analisis de laboratorio
hematolégicos tales como la concentracion de hemoglobina, hematocrito,
cuenta de eritrocitos, leucocitos y plaquetas, tiempo de coagulacién y tiempo de
protrombina. También, se realizan evaluaciones de quimica sanguinea como
por ejemplo: determinacion de la glucosa, el calcio, el sodio, el potasio, la
actividad de las enzimas alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa,
v-glutamil transferasa, sorbitol deshidrogenada, deshidrogenada Ilactica,
fosfatasa alcalina, creatinina, bilirrubina, triglicéridos, colesterol, albumina,
globulina y proteinas totales. De igual forma se realizara el analisis urinario,

éste incluye la determinacion de la osmolalidad, el pH, las proteinas, la
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glucosa, las cetonas, las bilirrubina, las proteinas, el balance electrolitico, la
excreciéon de enzimas localizadas en el borde en cepillo como fosfatasa alcalina
y gamma-glutamil transferasa. Al finalizar el estudio se sacrifican a los animales
y realizan estudios histolégicos (Beers y Berkow, 2002; Bello y Lopez de
Cerain, 2001; Berkowitz y Katzung, 1991; Cachén, 2008; Eaton y Klaassen,
2001).

Es importante mencionar, que la concordancia de los efectos tdxicos
producidos por farmacos entre los animales de experimentacién y el hombre,
observados en los estudios de seguridad o preclinicos y en especifico al efecto
hepatotdxico y nefrotoxico son del 52% y 69%, respectivamente (Preziosi,
2007).

1.2.3. Toxicidad cronica

En estas investigaciones se busca determinar cuales son los érganos blancos
de la toxicidad a largo plazo. Se realizan los mismos tipos de estudios que en la
toxicidad subaguda; estos ensayos son necesarios en farmacos que tendran
una utilizacién prolongada. Los estudios de toxicidad cronica requieren uno o
dos afios de duracion y pueden realizarse al mismo tiempo que los estudios de
fase clinica, y estos incluyen los estudios de mutagénesis, teratogénesis y
carcinogénesis.

Los estudios de carcinogénesis se pueden realizar durante las fases
clinicas | y Il, bajo las siguientes consideraciones: que el nuevo compuesto o
sus metabolitos no se acumulen en el organismo, no forme parte de una familia
quimica sospechosa de riesgo cancerigeno iatrogénico o de que las pruebas
de mutagénesis no hayan mostrado anormalidades.

Los estudios de toxicidad crénica permiten conocer la naturaleza del
fendmeno téxico a la vista de los 6rganos blanco y de sus funciones dafadas,
el tiempo de aparicion de estos efectos, saber si existe su reversibilidad,
conocer la dosis minima que produce un efecto adverso (LOAEL) y la dosis que
no produce ningun efecto adverso detectable (NOAEL) (Bello y Lopez de
Cerain, 2001; Cachén, 2008; Repetto y Repetto, 2009; The Center for Drug
Evaluation and Research Handbook, 1998).



1.3. Estudios clinicos

Representan los ultimos estudios antes de que un farmaco nuevo salga
a la venta. En el caso de los Estados Unidos (USA), cuando un farmaco ha
pasado con éxito las pruebas in vitro e in vivo en modelos animales, entonces
los laboratorios solicitan que se abra un archivo para un nuevo farmaco en
investigacion (IND por sus siglas en inglés = Investigational New Drug). Este
nuevo medicamento entra en revision por la FDA y si ésta lo aprueba, se
pueden comenzar los estudios clinicos (From Test Tube To Patient, 2006).

La obtencion de los resultados con validez cientifica no se garantiza sélo
por cumplir con la normatividad, de ahi que el disefio y la ejecucién de una
buena prueba quimica requieren esfuerzos del médico-cientifico o farmacélogo-
clinico, un experto en estadistica y con frecuencia, de otros profesionales. Una
sustancia identificada como un farmaco potencial en la fase preclinica no se
convierte en un farmaco hasta que se ha establecido su valor terapéutico. El
desarrollo clinico de un farmaco consta de cinco fases consecutivas, que se
resumen en la tabla 2 destinadas a obtener informacion en cada una de ellas
para continuar avanzando en el desarrollo del farmaco. Las pruebas en seres
humanos se inician al completarse los estudios suficientes de toxicidad aguda y
subaguda en animales. Las pruebas de seguridad crénica en animales suelen
efectuarse de manera simultdnea a las pruebas clinicas. En cada una de las
tres fases formales de las pruebas clinicas, los voluntarios o pacientes deben
estar bien informados acerca del estado de la investigacion del farmaco y los
posibles riesgos, con el fin de que participen de manera voluntaria en las
pruebas del farmaco o se nieguen a ello (The Center for Drug Evaluation and
Research Handbook, 1998).

1.3.1. Fase O

La duracion de las fases clinicas depende de la enfermedad a tratar, por lo
que, para enfermedades que aun no tienen un tratamiento eficaz como el
cancer, el Alzheimer y el SIDA, es necesario acortar la duracion de estos
estudios, debido que se requiere el suplemento acelerado de algun tratamiento
que pueda ser eficaz (Steinmetz y Spack, 2009). Con respecto a esto y puesto
que el 40% de retiro durante los estudios clinicos en la fase | se debe a los

estudios inapropiados de farmacocinética (FC)/farmacodinamia (FD), se ha
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introducido la Fase 0, que aunque no tenga un propdsito terapéutico, pretende
predecir tempranamente el perfil FC/FD, y por lo tanto, permite la seleccion
temprana de los candidatos prometedores e incrementar la probabilidad de
éxito en las fases I-lll. En los estudios de la Fase 0 se administran microdosis
de las nuevas moléculas, el tiempo de duracién es un periodo corto de siete
dias, y se realizan en un numero pequefio de individuos o pacientes ho mayor
de 30. Durante esta fase, también se puede determinar el mecanismo de
accion (Jacobson-Kram y Mills, 2008; Marchetti y Schellens, 2007).

1.3.2. Fase |

Durante esta fase se determinan los efectos del farmaco en funcion de la
dosis, en un numero de entre 20 y 80 voluntarios sanos. Las pruebas de fase |
se efectuan para determinar si los seres humanos y los animales muestran
respuestas significativamente distintas al farmaco y con el fin de establecer los
limites probables de los valores de dosis clinicas seguras. También se realizan
los estudios para determinar los perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos,
de la tolerabilidad del farmaco, la dosis maxima tolerada, la relacién estructura-
actividad y el mecanismo de accién en humanos, ademas se pueden detectar
efectos toxicos. Si se espera que el farmaco presente toxicidad considerable
(como en el caso de farmacos contra el cancer y el SIDA), entonces, los
individuos del ensayo seran aquellos que padezcan dichas enfermedades y
estén de acuerdo en participar en el estudio clinico (Berkowitz y Katzung, 1991;
Cachon, 2008; Preziosi, 2007; The Center for Drug Evaluation and Research
Handbook, 1998).

1.3.3. Fase ll

En esta fase, el farmaco se estudia por primera vez en pacientes con la
enfermedad por tratar, para determinar su seguridad y eficacia. En esta fase,
se incluyen de 25 a 250 pacientes, se determina el mecanismo de accion de la
NEQ vy se realizan los estudios prueba de concepto (PdC) que comprueba si el
candidato a farmaco tiene la actividad terapéutica requerida. También, se
observa la seguridad a corto plazo, se determinan las dosis terapéuticas y la
variabilidad individual, la seguridad de estas dosis y se analiza la relacién

eficacia-toxicidad. Si la sustancia estudiada muestra una eficacia real y pocos

10



efectos secundarios, puede pasar a la fase lll (Berkowitz y Katzung, 1991;
Cachon, 2008; Preziosi, 2007; The Center for Drug Evaluation and Research
Handbook, 1998).

1.3.4. Fase Il

Esta etapa estudia el nuevo medicamento en un grupo mayor de
individuos, que puede variar de 100 a 1,000 o de 1,000 a 3,000 pacientes
voluntarios. Durante estos estudios se evalua la relacion global costo-beneficio
de la nueva molécula, se puede observar por primera vez algunos efectos
toxicos, en especial los provocados por procesos inmunoldgicos, y se obtiene
la evidencia definitiva o confirmatoria de la eficacia del nuevo farmaco, en
donde la comparacion ideal del farmaco en estudio se debe realizar frente al
mejor tratamiento existente para la situacion clinica estudiada.

Una vez que la nueva molécula ha pasado con éxito los estudios de la
fase lll, se solicita a un organismo publico la peticion oficial del laboratorio que
realizé los estudios para colocarla en el mercado. En el caso de los Estados
Unidos, esta peticién se denomina solicitud de un nuevo farmaco (NDA por sus
siglas en inglés = New Drug Application) y el organismo encargado de la
aprobacion o rechazo del nuevo farmaco es la FDA (Food & Drug
Administration), (Cachén, 2008; Preziosi, 2007; The Center for Drug Evaluation
and Research Handbook, 1998).

1.3.5. Fase IV

Si se obtiene la aprobacién para la venta del nuevo farmaco, se inicia la
fase 4, que implica una vigilancia continua de la seguridad del nuevo farmaco
en las condiciones reales de uso en un gran numero de pacientes, donde se
observa la eventual aparicion de efectos secundarios adversos no detectados
durante las fases precedentes, asi como efectos a largo plazo. Debido al
numero tan pequeno de sujetos en las fases I-lll, los efectos de baja incidencia
no se detectan por lo general antes de la fase 4, sin importar el grado de
cuidado con que se lleven a cabo los estudios clinicos. Dentro de estos efectos
se encuentran las reacciones idiosincraticas, que son eventos impredecibles en
el inicio de la investigacién de un nuevo farmaco, no poseen una relacion con la

dosis, son caracterizadas por un alto grado de mortalidad y son muy raras de
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observar (con una frecuencia de >1:10000 y en algunos casos de >1:100000),
p.ej.: la anemia aplastica producida por cloranfenicol o el sindrome cardiaco
Torsades de pointes causado por el anitihistaminico terfenadina (Beers y
Berkow, 2002; Berkowitz y Katzung, 1991, Cachén, 2008; Preziosi, 2007).

Tabla 2. Tipos de ensayos clinicos segun la fase de desarrollo del farmaco y sus
caracteristicas habituales

Individuos de | Tamafio de Obieti
. L jetivo
investigacion | la muestra
Voluntarios Farmacocinética y farmacodinamia
Fase 0 sanos o <30 . - '
: Mecanismo de accion
pacientes
Voluntarios Farmacoc?nétic':a_y farmacodinamia
Fase 1 Sanos <20 Dosis maxima tolerada
Tolerabilidad
Pruebas prueba de concepto (PdC)
Fase 2 Pacientes <100 Relacion Dosis-Respuesta
Dosis
Eficacia
Fase 3 Pacientes <1000 Seguridad
Practica clinica
Fase 4 Pacientes <1000 Eficacia y seguridad

Modificada de Garcia-Arenillas y col., 2005.

1.4. Infecciones parasitarias

En la actualidad, existen enfermedades que son verdaderos retos para
encontrar nuevos tratamientos mas eficaces y seguros, dentro de estas se
encuentran la amibiasis (causada por Entamoeba histolytica) y la tricomoniasis
(causada por Tricomonas vaginalis). Ambas afectan notablemente a la
poblacion mundial, tanto en paises desarrollados como en los de en vias de
desarrollo (Upcroft y Upcroft, 2001). Por lo tanto, es muy importante garantizar
la salud a las personas que las padezcan, debido que ésta es de suma
importancia para construir una vida plena y permitir a los individuos realizar sus
proyectos de vida y aspiraciones, asi como también es un requisito primordial

para el desarrollo econémico y el bienestar social.

1.4.1. Amibiasis: Entamoeba histolytica
Entamoeba histolytica es un protozoario entérico que causa amibiasis en
el humano. A nivel mundial, la amibiasis esta catalogada como la tercera

parasitosis causante de muerte. De acuerdo a la Organizacién Mundial de la
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Salud en el 2009, alrededor del 10 a 20 por ciento de la poblacién mundial se
considera infectada y el 10 por ciento de esta poblacion sufre de enfermedad
(en numeros: 500 millones de infectados, 50 millones de enfermos y 100 mil
muertes por afio). En México, se consideran que 16 millones de individuos son
portadores, 1.3 millones se encuentran enfermos y ocurren de 10 mil a 30 mil
casos mueren. Con base en estos datos, puede afirmarse que la amibiasis se
encuentra entre las primeras causas de morbimortalidad en el pais (Bansal y
col., 2009; Conde-Bonfil y De la Mora-Zerpa, 1992).

Uno de los aspectos criticos de este padecimiento, es que el 90% de los
casos clinicos son asintomaticos, pero eliminan quistes por las heces, principal
forma de infeccion; mientras que el 10% restante desarrolla colitis, diarrea,
disenteria y (en pocos casos) lesiones extraintestinales, como abscesos en el
higado, el pulmén y el cerebro, de los cuales mas del 20% de estos casos son
fatales (Baxt y Singh, 2008).

1.4.2. Tricomoniasis: Tricomonas vaginalis

Tricomonas vaginalis es un protozoario flagelado causante de la
infeccidén transmitida sexualmente conocida como tricomoniasis. De acuerdo a
la Organizacion Mundial de la Salud en el 2004, la tricomoniasis se presenta en
180 millones de personas al afo, alrededor del mundo. En los paises en vias
de desarrollo, los casos son mas frecuentes en individuos con una conducta
sexual riesgosa. Tanto en los paises desarrollados, como en los de en vias de
desarrollo, existe mayor incidencia en mujeres con etapa reproductiva, con vida
sexual activa o con acceso limitado a la atencibn médica. Las tasas de
prevalencia entre las mujeres que residen en los paises en vias de desarrollo
ascienden al 15% o mas, cifra que indica que la tricomoniasis es una de las
enfermedades de transmision sexual mas comunes, ademas, es probable que
cerca de 25 millones de mujeres embarazadas, en todo el mundo, padezcan
esta enfermedad (Schmid, 2003; Walker, 2004).

1.5. Metronidazol
1.5.1. Efectos antiparasitarios y antimicrobianos
El metronidazol es un compuesto heterociclico 5-nitro-imidazol (a-

hidroxietil-2-metil-5-nitroimidazol), un derivado del antibiotico azomicina, aislado
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de diferentes especies de Streptomyces spp. Fue originalmente desarrollado
para el tratamiento de la tricomoniasis en 1959, pero subsecuentemente se
volvié util para el tratamiento de otras infecciones causadas por protozoarios y
bacterias anaerobias. Su potente actividad anaerobicida lo ha convertido en un
referente y el comparador obligado (gold standard) para estimar la actividad
relativa de cualquier farmaco con actividad frente a anaerobios. EI metronidazol
es util en muchas infecciones parasitarias, aunque nuevos compuestos como el
tinidazol, la nitazoxanida, el albendazol, el mebendazol y la furazolidona lo han
desplazado parcialmente (Upcroft y Upcroft, 2001). El espectro de actividad
incluye protozoos, bacterias anaerobias y algunas microaerdfilicas. El
metronidazol es el farmaco de primera eleccion para las infecciones por
Entamoeba histolytica, Tricomonas vaginalis y Giardia lamblia. Es muy activo
frente a practicamente todo tipo de bacilos gramnegativos anaerobios, como
Gardnerella vaginalis, Helicobacter pylori, Bacteroides spp. y Clostridium spp.
Ademas de sus propiedades antimicrobianas, se le atribuye un efecto
antiinflamatorio, antioxidante e inmunomodulador (Leitsch, y col., 2007; Pal y
col., 2009; Tracy y Webster, 1996; Vicente y Pérez-Trallero, 2010).

1.5.2. Mecanismo de accién

El mecanismo de accién del metronidazol, al igual que todos los
nitroimidazoles, es el reflejo de la toxicidad inherente a su estructura molecular.
Tras ingresar en la célula mediante difusion pasiva, las proteinas del
metabolismo anaerobio activan al metronidazol al reducir el grupo nitro, evento
responsable de la actividad antiprotozoaria; durante esta reaccién se forma el
radical anidnico nitro, que es citotdxico, debido a que produce la pérdida de la
estructura helicoidal del ADN, inhibe la sintesis de acidos nucléicos y
finalmente, muerte celular. También, durante la nitrorreduccion se forman el
imidazo nitroso, el cual reacciona con el ADN, la hidroxilamina (4) y amina
correspondiente (5). Ademas, durante la reduccion del metronidazol se genera
estrés oxidativo, debido a la formacién de especies reactivas de oxigeno
(ERO), principalmente el radical superoxido y a la disminucion de los niveles de
defensas que contrarrestan la toxicidad del metronidazol como la cisteina y el
glutation reducida (GSH), lo cual incrementa su efecto citotoxico (figura 2),

(Espinosa-Cantellano y Martinez-Palomo, 2000; Schwebke y Burgess, 2004).
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Debido que el metronidazol es bioactivado principalmente en lugares donde
existe anaerobiosis, hace segura su administracion en el hombre (Vicente y
Pérez-Trallero, 2010).
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Figura 2. Modelo de la formacion de aductos del metronidazol con el grupo sulfidrilo de la
cisteina y GSH. Durante la nitroreduccion se forman el radical anionico nitro (2), el 5-
nitrosoimidazol (3), que al ser el mas electrofilico se une covalentemente al grupo sulfidrilo,
posteriormente, se forman la hidroxilamina (4) y la amina respectiva (5), que es el aducto 5-
aminoimidazol estable y no reactivo (Modificada de Leitsch y col., 2007).

Los protozoarios Entamoeba y Trichomonas, son sensibles al
metronidazol, debido a que comparten la similitud con respecto a sus vias
metabdlicas anaerobias (figura 3) y por lo tanto, poseen enzimas analogas que
activan al metronidazol, como las nitrorreductasas y los complejos ferredoxina-
nitrorreductasa que se encuentran en el citosol. Debido al ambiente anaerobio
presente en el lumen intestinal y en la vagina, explica la especificidad de
infeccion en dichos tejidos por E. histolytica y T. vaginalis, respectivamente.
(Cudmore y col., 2004; Leitsch y col., 2007; Pal y col., 2009; Schewbke y
Burgess, 2004).

En el caso particular de la E. histolytica, la tiorredoxina reductasa, que
funciona como nitroreductasa, no disminuye por la union con el metronidazol y
el radical superéxido es continuamente generado después de la reduccién del
oxigeno por los nitroimidazoles activados, ademas, se produce peroxido de
hidrégeno por la enzima superéxido dismutasa, el cual se acumula debido a
que el metronidazol reduce la actividad de la peroxirredoxina (enzima que oxida
al perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno molecular), lo que exacerba su
toxicidad sobre dicho parasito. ElI metronidazol es reducido en los
hidrogenosomas de T. vaginalis por la accién de la enzima piruvato:ferredoxina
oxidoreductasa (PFOR) (figura 4). El radical aniénico nitro dana principalmente
al ADN que es rico en residuos de timina-adenina, como el que presenta el
genoma de T. vaginalis, lo cual podria explicar la especificidad del metronidazol

hacia este protozoario (Cudmore y col., 2004).
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Figura 3. Metabolismo propuesto para los protozoarios Entamoeba histolytica y Tricomonas
vaginalis. La piruvato-ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) sustituye a la piruvato
deshidrogenasa de organismos aerobios. En la descarboxilacion del piruvato se genera
AcetilCoA y NADH + H. Se puede llevar a cabo la fermentacion del piruvato y recuperar NAD"
util como cofactor en la via glucolitica (Modificada de Upcroft y Upcroft, 2001).

1.5.3. Farmacorresistencia

El principal mecanismo de resistencia es por la alteracién de las enzimas
implicadas en la activacion intracelular del metronidazol necesaria para la
produccion de sus metabolitos activos (Vicente y Pérez-Trallero, 2010).

La resistencia en Tricomonas vaginalis se debe a (i) la resistancia
microaerofilica, que esta asociada a la inactivacion del metronidazol por el
oxigeno y (ii) la resistencia anaerobica que disminuye la actividad o
transcripcion de la NAD*-ferredoxina oxidoreductasa y por lo tanto, se reduce la
probabilidad de que sea activado el metronidazol, y para compensar el
decremento de las vias de produccibn de la energia, incrementa la
fermentacién para producir NAD®, la glucdlisis y también metaboliza el malato

como via alterna para producir ATP. En la Entamoeba Histolytica, existe un
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aumento de la expresidn de las enzimas antioxidantes peroxirredoxina y
superoéxido dismutasa, y también, disminuye la actividad o transcripcién de la
tiorredoxina reductasa. Todo esto, puede explicar el porqué las infecciones con
cepas resistentes hace mas dificil el tratamiento con el metronidazol (Cudmore
y col., 2004; Leitsch y col., 2007; Pal y col., 2009; Schewbke y Burgess 2004;
Tracy y Webster, 1996; Upcroft y Upcroft, 2001).

OH

O?N\@?/, o,

Activacion del
metronidazol

Y\

TrxR Ferredoxina

covalentes

l \ Metronidazol

activado

SOD PNP

x N\

Formacion de aductos

Generacion de ERO
y dano oxidativo

Caida de tioles no OH O

protéicos

Oz, \\<i ?/CH3 “O;r;\{?/u‘a

Figura 4. Modelo de la activacion y accion del metronidazol. EI metronidazol es reducido por la
tioredoxina reductasa (TrxR) (en Entamoeba histolytica) y por ferredoxina (en Tricomonas
vaginalis y Giardia intestinalis). El nitrosoimidazol forma aductos con cisteina, GSH,
tiorredoxina reductasa (TrxR), tiorredoxina (Trx), superoxido dismutasa (SOD) y purina
nucleodsido fosforilasa, lo cual disminuye las defensas antioxidantes en ambos parasitos y
exacerba la toxicidad del metronidazol (Modificada de Leitsch y col., 2007).
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1.5.4. Toxicidad, contraindicaciones e interacciones farmacoldgicas

Los efectos adversos que obligan a interrumpir el consumo del
metronidazol son los neurotdxicos, dentro de los cuales se encuentran los
mareos, la encefalopatia, las convulsiones, la incoordinacion, la confusion, la
irritabilidad, la depresion, el insomnio o la ataxia. Estos efectos, especialmente,
se presentan en enfermos que reciben altas dosis o tratamientos prolongados.
La reversion de las neuropatias puede ser lenta o incompleta. También, se han
observado  casos de urticaria, hiperemia facial, prurito y disuria. El
metronidazol también posee efecto antabus, de modo que algunos enfermos
muestran molestias abdominales, vomito, hiperemia facial o cefalea si
consumen bebidas alcohdlicas. Otro efecto relacionado al metronidazol es la
supresion de la inmunidad celular (Swygard y col., 2004; Vicente y Pérez-
Trallero, 2010).

El uso del metronidazol esta contraindicado durante el primer trimestre
del embarazo y considerado como segunda opcién en la ultima etapa del
embarazo, debido a que atraviesan la placenta el farmaco y sus metabolitos, y
puede haber un riesgo potencial de presentar un efecto teratogénico, ya que se
ha demostrado que son mutagénicos en bacterias y carcinogénicos en ratones
(Report on Carcinogens, 2005), asi como también, en estudios con ratones
macho mostraron que el metronidazol produjo infertiidad, anemia vy
genotoxicidad. Ademas, se ha observado que el metronidazol se excreta en la
leche materna, por lo que no se recomienda durante la lactancia (el-Nahas y el-
Ashmawy, 2004; Schwebke y Burgess, 2004; Tracy y Webster, 1996; Walker,
2004).

1.6. Imidazo[1,2-a]piridina 2-, 3- sustituidas

Debido a la incidencia de tricomoniasis y amebiasis presentes en México
y en el mundo, asi como la incidencia de casos clinicos que presentan cepas,
de ambos protozoarios, resistentes al metronidazol y ademas, debido a los
efectos adversos que presenta dicho farmaco, se optd por investigar
tratamientos alternativos.

Es por esto que Mexica-Ochoa en el 2007 sintetizO compuestos
analogos al metronidazol, en su estructura molecular poseen un nucleo de

imidazol y que han presentado actividad antiparasitaria contra Trichomonas
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vaginalis y Entamoeba histolytica; tal es el caso de los compuestos
imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3- sustituidas, mostrados en la figura 5 y la tabla 3.
Cabe mencionar que estos compuestos fueron probados en cultivos axénicos
de las cepas de T. vaginalis (GTs) y E. histolytica (HM1-IMSS), las cuales son
resistentes al metronidazol. Se ha observado que la cepa patogénica HM1-
IMSS posee un alto grado de virulencia, asi como de actividad hemolitica y de
resistencia al estrés oxidativo; asi también, esta cepa es resistente al
metronidazol con respecto a otras cepas de Entamoeba debido a que posee
menos nitrorreductasas que activan al metronidazol (Bansal y col., 2009; Baxt y
Singh, 2008; Pal y col., 2009).

De las 22 imidazo[1,2-a]piridinas investigadas por Mexica-Ochoa en el
2007, al ser evaluadas en estudios in vitro, se observé que 12 de ellas tenian
actividad antiparasitaria contra cepas de T. vaginalis y E. histolytica resistentes
al metronidazol (12 hits), de las cuales 1a-b y 2a-b dieron lugar a un efecto
antiparasitario significativo comparado con el metronidazol, es decir, se
obtuvieron 4 leads; dentro de los cuales los compuestos que poseen el grupo
nitro en posicion 3, poseen mejor actividad. En dicha investigacion, también, se
obtuvieron los valores de logP con el uso del programa Pharma Algorithms y de
los mapas de potencial electrostatico con el programa Argus Lab para cada uno
de los 22 compuestos sintetizados (tabla 3).

Es importante mencionar que de acuerdo a las fases de investigacion y
desarrollo de un nuevo farmaco y a los estudios de Mexica-Ochoa realizados
en el 2007, las imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3- sustituidas hasta se consideran
como nuevas entidades quimicas (NEQ), debido que en la etapa de
farmacologia primaria o D1 se observd, en estudios in vitro, sus efectos
antiparasitarios. Por lo que resulta importante continuar con los estudios de la
fase D4.

/ N Ve
N
Ho™ N
_,N+<o Re
o
Metronidazol Imidazo[1,2- a]piridinas 2-, 3- sustituidas

Figura 5. Analogia de los compuestos imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3- sustituidas y el
metronidazol
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Tabla 3. Concentracién minima inhibitoria de las Imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3- sustituidas y metronidazol obtenidas en estudios

in vitro
CMI [umol/mL]

Nombre Clave R, R, logP PM Trichomonas Entamoeba

[g/mol] vaginalis histolytica

(GT3) (HM1-IMSS)
Imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo 1a CO,Et H 1.28 190.20 1.240 1.250
3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo 1b CO,Et NO, 1.07 235.20 0.421 0.312
Imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo 2a CN H 0.63 143.14 1.250 1.250
3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo 2b CN NO, 0.34 188.14 0.196 0.312
Metronidazol 5.000 0.625
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2. JUSTIFICACION

El medicamento de eleccion para el tratamiento de amibiasis (Entamoeba
histolytica), tricomoniasis (Trichomonas vaginalis) y giardiasis (Giardia
intestinalis) es el metronidazol, sin embargo, actualmente, han surgido cepas
resistentes. Ademas, se ha encontrado que dicho compuesto produce diversos
efectos toxicos. Debido a lo anterior, en el laboratorio de Quimica Organica de
la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional, se
sintetizaron una serie de imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3- sustituidas relacionadas
estructuralmente con el metronidazol, de las cuales, cuatro han mostrado
actividad contra  Entamoeba histolytica y  Trichomonas vaginalis
farmacorresistentes. Resulta importante, continuar con los estudios
relacionados a la investigacion y desarrollo de un nuevo farmaco de estos
compuestos, enfocados a escalar el proceso de obtenciéon de los cuatro

compuestos y a realizar los estudios de toxicidad aguda y subaguda.
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3. HIPOTESIS

El cambio del grupo funcional en las posiciones 2- y 3- de los cuatro

compuestos imidazo[1,2-a]piridinas modificaran su toxicidad.

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de las imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3- sustituidas sobre la

funcion renal y hepatica en la rata.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Escalar los procesos de obtencion de las cuatro imidazo[1,2-a]piridinas:

o Imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo

0 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo

o0 Imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo

0 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo
Determinar la dosis letal cincuenta (DLsy) para cada uno de los
compuestos obtenidos.
Evaluar el efecto del tratamiento subagudo de los compuestos obtenidos
en las ratas sobre la funcion renal mediante el uso de los siguientes
biomarcadores:

0 Excrecion urinaria de glucosa y proteinas

o0 Secrecion tubular renal activa de aniones organicos

o Velocidad de filtracion glomerular

o0 Determinacién del balance hidrico y electrolitico

o0 Lipoperoxidacion y la formacion de especies reactivas de oxigeno
Evaluar el efecto del tratamiento subagudo de los compuestos obtenidos
en las ratas sobre la funcion hepatica mediante la determinacion de
biomarcadores como:

o Actividad sérica de las enzimas:

= Fosfatasa alcalina
= Alanina aminotransferasa

o Lipoperoxidacion y la formacion de especies reactivas de oxigeno

Evaluar el efecto nefrotdéxico y hepatotoxico del CCls y paracetamol

mediante el uso de los parametros antes mencionados.
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5. METODOLOGIA
5.1. Preparacion de imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3- sustituidas
5.1.1. Generalidades

Los puntos de fusién de todos los compuestos sintetizados fueron
determinados en un aparato Electrothermal 9100 y no estan corregidos. Los
espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de H y 3C obtenidos en un
espectrémetro de RMN Varian Mercury de 300 MHz se realizaron a 300 y 75
MHz, respectivamente. Los espectros de RMN de 'H y *C obtenidos en un
espectrometro Varian RMN System de 500 MHz se realizaron a 500 y 125
MHz, respectivamente. Los desplazamientos quimicos (8) se dan en partes por
millén ppm usando como referencia interna al tetrametilsilano (TMS; & = 0).

Los reactivos bromopiruvato de etilo, 2-aminopiridina, oxicloruro de
fésforo, tetrametilsilano, dimetil sulféxido deuterado (DMSO-dg), cloroformo
deuterado (CDCI3) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Co. La acetona y el
hidroxido de amonio de J. T. Baker. El éter etilico y el acido sulfurico de

Fermont. El acido nitrico de Indeq.

5.1.2. Imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1a)

NH,
X O 1. Acetona, TA =N /O
| + PN > \/>_< CHs
N Br 07 CH, 2 EtOH,reflijo Xy N o—/
(@]

3

1 2
(1a)

Se prepararon dos soluciones:

1.- La solucion A, conformada por 8.0 g (85 mmol) de 2-aminopiridina (1)
en 40 mL de acetona grado reactivo.

2.- La solucién B, conteniendo 16.8 g (86.13 mmol) de bromopiruvato de
etilo (2) en 40 mL de acetona grado reactivo.

La solucién B se incorpord lentamente y con agitacion constante a la
solucion A. La reaccion se dejo agitando a temperatura ambiente durante 24
horas. El producto obtenido se filtré al vacio y se lavé con acetona grado
reactivo; posteriormente, se colocé en reflujo con etanol durante 2 horas.

Después se dej6 enfriar y se evapord a presion reducida, se agrego éter etilico
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para precipitar la sal. Se separd por filtracién al vacio, se dejé secar y se
recristalizé en etanol (Lombardino, 1965). RMN 'H (DMSOdg) § 1.39 (3H, t), &
4.46 (2H, c), 56 7.58 (1H, t), 6 7.93 (1H, d), 5 8.04 (1H, t), 5 9.01 (1H, d), 6 9.103
(1H, s); RMN '°C, & 14.08, 5 62.28, 5 113.22, & 117.52, & 119.21, & 126.77, &
129.63, 6 134.84, 6 141, 5 158.68. Ver espectros No. 1y 2 (anexo).

5.1.3. 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1b)
N 0 H,SO 7 7
= 2904 CHs
Ci)—{ CHj3 > XX N\%_(OJ
XN OJ HNO4 NO,
3 4

(1b)

En un vaso de precipitado de 250 mL con agitacion magnética eficiente,
se colocaron 10 g (52.58 mmol) de imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo.
El vaso se enfri6 en un bafio de hielo-sal (intervalo de -5 a 0 °C) y se
adicionaron 70 mL de acido sulfurico concentrado y se agitdé hasta completa
disolucion. Posteriormente, se adicion6 lentamente 85 mL de HNO;
concentrado, manteniendo la temperatura constante en un intervalo de 0-5 °C.
La mezcla de reaccién se agité durante 15 minutos en un bafio de hielo y una
hora a temperatura ambiente; al finalizar este tiempo se vertié alrededor de 200
g de hielo al vaso de precipitado con la mezcla de reaccion, y el precipitado
formado se filtré y se lavd con agua (Teulade y col., 1981; Katritzky y col.,
2005). Finalmente, el producto se dejé secar y se recristalizé en etanol. RMN
'H (DMSOds) 6 1.36 (3H, t), 5 4.44 (2H, c), & 7.54 (1H, t), 5 7.86 (1H, t), 5 7.98
(1H, d), § 9.27 (1H, d); RMN "*C, § 13.82, § 62.38, 5 118.26, 5 118.42, 5 128.09,
8 132.34, 5 139.94, 5 144.60, 6 162.19. Ver espectros No. 3-5 (anexo).
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5.1.4. Imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxamida (7)

N/ 3 = J_/{
X 0 TA LN NH,
3 7

En un matraz de fondo redondo, con agitacion magnética, se colocaron
10.78 g (56.68 mmol) de (3) y se adicionaron 161.7 mL de NH;OH al 28.2%.
La suspension obtenida se agité a temperatura ambiente durante 20 horas, al
concluir se enfrié en un bafio de hielo, se filtré lavando dos veces con agua fria.

Finalmente, el producto se dejo secar.

5.1.5. Imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2a)

= 1’\>_<O POCI, N\ =N
> C=N
N7 NH, 115°C AN N\/>7
7 8

(2a)

En un matraz de fondo redondo, con agitacion magnética y en
condiciones anhidras y bajo atmdsfera de nitrégeno, se colocaron 8.58 g (53.24
mmol) de 3-imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxamida y se adicionaron 85 mL de
oxicloruro de fésforo. La mezcla de reaccion se calenté a 115°C, al disolverse
el sdlido se inici6 el conteo del tiempo de reaccion hasta 1 hora; al finalizar este
tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se evapord el oxicloruro de
fésforo a presion reducida y al residuo obtenido se le adiciond
aproximadamente 200 g de hielo; el precipitado obtenido se filtré y lavd con
agua fria (Arias y col., 2006). Finalmente, el producto se dej6é secar y se
recristalizé en etanol. RMN "H (CDCls) & 6.98 (1H, t), 5 7.35 (1H, t), 8 7.64 (1H,
d), §8.1 (1H, s), 5 8.18 (1H,d); RMN "C & 114.58, 5 114.68, 5 118.41, § 119.25,
8 125.98, 6 127.23, 6 145.34. Ver espectros No. 6 y 7 (anexo).
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5.1.6. 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxamida (5)

@4’\‘ 2 NH,OH = /N o
CH3 >
N—_/ / Y/
X \8_(0 TA X N\g_{NHz
NO, NO,
4 5

En un matraz de fondo redondo, con agitacion magnética, se colocaron
10.78 g (45.83 mmol) de 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (4) y
se adicionaron 161.7 mL de NH,OH al 28.2%. La suspension que se obtuvo se
agité a temperatura ambiente durante 20 horas, al concluir se enfrié en un bano
de hielo y se filtr6 lavando dos veces con agua fria. Finalmente, el producto se

dejo secar.
5.1.7. 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2b)

5NN P POCI, =N
- C=N
X N\%_{NHZ 115°C X N\/gi

N02 N02
5 6

(2b)

En un matraz de fondo redondo, con agitacion magnética y en
condiciones anhidras bajo atmdésfera de nitrégeno, se colocaron 8.58 g (41.62
mmol) de 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxamida y se adicion6 85 mL de
oxicloruro de fésforo. EI medio de reaccion se calentd a 115°C, al disolverse el
solido se contd un tiempo de reaccion de 1 hora; al finalizar este tiempo se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Se evaporo el oxicloruro de fésforo a presion
reducida y al residuo obtenido se le adicioné aproximadamente 200 g de hielo;
el precipitado obtenido se filtrd6 y lavé con agua fria (Arias y col., 2006).
Finalmente, el producto se dejé secar y se recristalizé en etanol. RMN 'H
(CDCl3) & 7.47 (1H, 1), 8 7.79 (1H, t), 8 7.94 (1H, d), § 9.41 (1H, d); RMN *C &
11.65, & 118.84, 6 119.55, 6 120.77, & 127.21, & 131.84, & 145.31. Ver

espectros No. 8 y 9 (anexo).
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5.2. Estudios preclinicos de toxicidad
5.2.1. Generalidades

Se utilizaron ratas Wistar hembra adultas y ratones NIH hembra adultas,
los cuales se mantuvieron en el bioterio, con ciclos de luz/oscuridad de 12
horas cada uno, con una temperatura de 22-24°C y humedad relativa de 50-
55%, asi mismo, se les ofrecidé agua y alimento ad libitum durante un periodo
de 5 a 7 dias para su ambientacién. EI manejo y cuidado de los animales se
realizaron de acuerdo a los procedimientos establecidos en la NOM-062-ZO0O-
1999.

Los vehiculos utilizados en este estudio fueron los siguientes: agua para
los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1a), 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1b) y paracetamol (APAP),
tween 80 para los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2a) y 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo  (2b), aceite de cacahuate para

tetracloruro de carbono (CCly).

5.2.2. Estudio de latoxicidad aguda
5.2.2.1. Determinacion de la dosis letal cincuenta

Para calcular la DLsg se utilizaron 20 ratones NIH hembra de 25 + 3 g de
peso corporal, los cuales se distribuyeron aleatoriamente en 5 grupos, el primer
grupo fue el testigo, al cual se le administré el vehiculo correspondiente per os,
a los grupos restantes se les administré por la misma via dosis de 0.5, 1.0, 2.0
y 4.0 g/Kg de p.c., para cada una de las imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3-
sustituidas. Los animales se observaron durante 3 horas después de la
administracion, se mantuvieron monitoreados contando los animales vivos y
muertos durante catorce dias (FDA, 1996; Reed y Muench, 1938).

5.2.3. Estudios de la toxicidad subaguda
5.2.3.1. Modelos de toxicidad

Se utilizaron ratas Wistar hembra adultas con un peso corporal de 200 +
20 g, las cuales fueron distribuidas aleatoriamente en 2 grupos formados por
seis ratas cada uno. El primer grupo fue el testigo, al cual se le administro el
vehiculo correspondiente. El segundo grupo fue el grupo con tratamiento

subagudo, al cual se le administrd diariamente el 10% de la DLso obtenida para
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los cuatro compuestos imidazo[1,2-a]piridina 2-, 3- sustituidas, durante un
tiempo de 14 dias (este tratamiento fue independiente e individual para cada
uno de los compuestos evaluados), la administracion fue per os. Ademas, se
incluyeron dos modelos de hepatotoxicidad y nefrotoxicidad, los cuales fueron:
i) un grupo se intoxicé con 2.5 mL/kg de p.c. de CCl, disuelto en aceite de
cacahuate (1:1, v/v) per os (Favari-Perozzi y col., 2007) y ii) el otro grupo se
intoxicd con 1 g/kg de p.c. de una solucién de paracetamol (APAP) con una

concentracion de 1mg/mL, que se administré durante tres dias una vez.

5.2.3.2. Evaluacién de la funcion renal

La evaluacion de la funcion renal se realizd6 mediante la determinacién
de los siguientes parametros:
5.2.3.2.1. Determinacién de la concentracién de glucosa

La glucosa se determind mediante el uso de un kit de GOD-PAP de la
marca RANDOX. La glucosa se oxida por la actividad de la enzima glucosa
oxidasa (GOD) y se forma peroxido de hidrogeno. Este reacciona con fenol y 4-
aminofenazona, usando como catalizador la enzima peroxidasa (POD), para
formar un indicador de quinoneimina rojo-violeta, el cual tiene el maximo de
absorcion a 500 nm. La concentracién sérica y urinaria de glucosa se
determind en un espectrofotometro Varian mod. Cary 50, Australia. La

concentracion de glucosa se reporta en mg/dL (Trinder, 1969).

5.2.3.2.2. Determinacién de la concentracién de proteinas en la orina

Se empleo el método de Bradford, en el cual se forma un complejo entre
los aminoacidos de las proteinas con el azul brillante de Coomassie. Este
complejo tiene su maxima absorcién a 595 nm. La concentracion urinaria de
proteinas se determiné en un espectrofotdmetro Varian mod. Cary 50, Australia

y se expresa en pug/mL (Bradford, 1976).

5.2.3.2.3. Determinacién de la secrecion tubular renal de aniones
organicos

Se extrajeron los rifiones y se colocaron inmediatamente en solucién
Ringer (pH de 7.4 y osmolalidad de 290 + 10 mOsm/kg de agua) con burbujeo

constante de O,/CO, (95/5%). Posteriormente, los rifiones se descapsularon y
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se obtuvieron rebanadas de corteza, se incubaron en solucion Ringer y acido p-
aminohiptrico (PAH; 10° M) durante 60 minutos a 25°C con burbujeo
constante de O,/CO; (95/5%). Para cuantificar el PAH se siguié el método de
Bratton y Marshall (1939). La captacion de PAH se expresa como la relacién
tejido/medio (t/m)

5.2.3.2.4. Determinacion de la velocidad de filtracion glomerular

Se utilizé el método modificado de Jaffé, en el cual la creatinina en
medio alcalino reacciona con el acido picrico para formar un complejo colorido;
y éste posee su maxima absorcion a 515 nm. La concentracion urinaria y sérica
de la creatinina se determiné en un espectrofotdmetro Varian mod. Cary 50,
Australia. Con esta informacién se calcul6 la depuracién de creatinina, la cual
se expresa en mL/min, ademas, la excrecion fraccional de sodio, potasio y

glucosa (Meléndez y Lozano, 1998).

5.2.3.2.5. Determinacién del balance hidrico

Se midié el volumen urinario y se determiné la osmolalidad sérica y
urinaria con un osmometro de presion de vapor (Wescor mod. 5500, USA) por
triplicado. Se calculd la relacion (U/P), las depuraciones osmolal y de agua
libre.

5.2.3.2.6. Determinacion del balance electrolitico

Se midieron las concentraciones de sodio y potasio tanto en la orina
como en el plasma, mediante el uso de un flamémetro (Corning mod. 400,
Reino Unido). Se calculd: la excrecion urinaria y la depuracién de sodio y
potasio (Meléndez y col., 1991).

5.2.3.3. Evaluacién de la funcion hepatica

La evaluacion de la funcidbn hepatica se realizd mediante la
determinacion de los siguientes parametros:
5.2.3.3.1. Actividad sérica de la enzima fosfatasa alcalina

La actividad sérica de la enzima fosfatasa alcalina se determind
mediante el uso de un kit, que contiene p-nitrofenilfosfato, del cual la enzima

fosfatasa alcalina transfiere el fosfato al agua, formandose fosfato inorganico y
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p-nitrofenol; este ultimo tiene su maxima absorbancia a 405 nm. La actividad
enzimatica se determiné en un espectrofotdmetro Varian mod. Cary 50,

Australia y se expreso en U/L (Kazmierczak y Lott 1990).

5.2.3.3.2. Actividad sérica de la enzima alanina aminotransferasa

La actividad de la enzima se determind mediante el uso de un kit, que
contiene L-alanina, de la cual se transfiere el grupo amino al a-cetoglutarato,
dicha reaccién es catalizada por la enzima alanina aminotransferasa; para dar
como productos al L-glutamato y piruvato. El piruvato reacciona con la 2,4-
dinitrofenilhidrazina, para formar la hidrazona correspondiente, cuya maxima
absorbancia es a 505 nm, Se utilizé un espectrofotdmetro Spectronic mod.
20D, USA y se expreso en U/L (Murray, 1990).

5.2.3.4. Cuantificacion de la formacion de especies reactivas de oxigeno y
de la lipoperoxidacion en el rifidon y el higado

Se obtuvieron los homogeneizados de higado y de rinién en 5 mL de
regulador de fosfatos con un pH 7.4. Para los homogeneizados de rifidn e
higado se tomaron alicuotas de 1 mL y 0.8 mL, respectivamente, a las cuales
se adicionaron 7 mL de una mezcla cloroformo-metanol (2:1, v/v). Después de
agitar durante 15 segundos, la mezcla se dejé enfriar en hielo durante 30 min
para permitir la separacion de fases. Al concluir este tiempo, la fase
cloroférmica que presenta fluorescencia, fue medida en un fluorémetro
Shimadzu, Japén a 370 nm (A excitacién) y 430 (A emision). La sensitividad del
fluorémetro fue ajustada a 140 unidades de fluorescencia con una solucién de
sulfato de quinina en H,SO4 0.05M, con una concentracion de 1 ug/mL. La
concentracion de proteinas en los homogeneizados fue medida por el método
de Bradford (Bradford, 1976). Los resultados se expresaron como unidades
relativas de fluorescencia (URF) por miligramo de proteina (Cano-Europa y col.,
2008).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) fueron medidas con base en la
formacion de la 2'7'-diclorofluoresceina (DCF). Para los homogeneizados de
rindn e higado se tomaron alicuotas de 10 uL y 5 plL respectivamente, las

cuales fueron adicionadas a 1,940 uL para el rindn o 1945 uL para el higado de
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una mezcla TRIS:HEPES (18:1) e incubadas con la presencia de 50 ul de
diacetato de 27'-dichlorofluoresceina (DA-DCF) durante 1 hora a 37°C. Las
muestras se enfriaron con hielo para detener la reaccion. La fluorescencia fue
medida en un fluorémetro Shimadzu, Japén a 488 nm (A excitacién) y 525
(A emisién). Los resultados se expresaron en nM de DCF formada por

miligramo de proteina por hora (Cano-Europa y col., 2008).

5.2.3.5. Analisis estadistico
Los resultados se analizaron mediante el analisis de variancia
unifactorial (ANOVA) y para comparar medias se utilizé el método de Duncan;

considerandose p<0.05 una diferencia estadistica significativa.
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6. RESULTADOS
6.1. Preparacion de imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3- sustituidas

En cuanto al escalamiento de la imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de
etilo (1a), se llevaron a cabo 8 experimentos para obtener un lote de 65.57 g,
con un rendimiento promedio de 77.9%. Los cristales obtenidos fueron blancos
en forma de agujas.

Para el compuesto 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo
(1b), se llevaron a cabo 8 experimentos para obtener un lote de 27.48 g, con un
rendimiento promedio de 59.0%. Los cristales que se obtuvieron fueron
amarillos en forma de agujas.

Con respecto al escalamiento del compuesto imidazo[1,2-a]piridina-2-
carbonitrilo (2a), se llevaron a cabo 3 experimentos para obtener 3.64 g del
compuesto imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxamida (7), con un rendimiento
promedio de 65.9%. Posterior a ello, se llevaron a cabo 3 experimentos para
obtener 3.28 g del compuesto 2a, con un rendimiento promedio de 90.1%. Se
obtuvieron cristales de color café palido.

Para obtener el compuesto 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo
(2b), se llevaron a cabo 8 experimentos para obtener 12.48 g de la 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxamida (5), con un rendimiento promedio de
85.8%. Del cual, se llevaron a cabo 3 experimentos para obtener 11.52 g del
compuesto 2b, con un rendimiento promedio de 92.3%. Se obtuvieron cristales
de color amarillo.

Las cuatro imidazo[1,2-a]piridinas 2- y 3- sustituidas preparadas fueron
caracterizadas fisica y espectroscopicamente. Para la caracterizacion fisica se
determind el punto de fusion para cada uno de los cuatro compuestos y de
éstos, se reporta el punto de fusion del lote respectivo al que se utilizé en los

estudios de toxicidad aguda y subaguda (tabla 4).
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Tabla 4. Resultados del escalamiento de la ruta sintética de los compuestos
imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3- sustituidas

Rendimiento

Compuesto p.f. obt. °C p.f.lit. °C Global
Za ) Y
. Nﬂo CHs 177 174.5-175.5%¢ 77.9%
(1a)
CHj;
S N/ /
\a_{() 106 106-10704 46.0%
N=¢
-
(1b)
=N
NJ{N 176 169-170° 46.2%
(2a)
=~ =N
—N
N 163 162-164°¢ 36.4%
N=o
(2b) &

Se presentan los puntos de fusion obtenidos y los rendimientos globales promedio.
Los puntos de fusion no estan corregidos en funcién a la presion atmosférica.
?Lombardino, 1965; "Teulade y col., 1981; “Arias y col., 2006; Mexica-Ochoa, 2007.
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6.2. Evaluacion de la toxicidad aguda

De acuerdo a la dosis letal cincuenta (DLso) obtenida para cada uno de
los compuestos imidazo[1,2-a]piridina 2-, 3- sustituidas, los compuesto 2ay 2b
son mas toxicos que los compuestos 1a y 1b. Con respecto a los compuestos
nitrados en la posicién tres, 1b y 2b, estos presentaron menos toxicidad
comparada con su pareja homéloga 1a y 2a, respectivamente. A pesar de ello,
los cuatro compuestos probados se encuentran dentro la clasificacion de
ligeramente toxicos a practicamente no tdxicos (tabla 5), (United Nations,
2007).

Tabla 5. DLsp de las imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3- sustituidas

Via oral
Compuesto DLso Clasificacion | Categoria
[g/kg] p.c.
0O
2\ =N .
p CHs 3.175 Practlc’amente 5
> N / no toxico
(1a) °
G/ > 4.000 Practlc,amente 5
no toxico
NQO
(1b)
>N .
p —N 0.794 nge,ra_mente 4
> N toxico
(2a)
Z =N
\_ =N Li .
X 1.606 \geramente 4
. toxico
N=o0
(2b) ©
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6.3. Evaluacion de la toxicidad subaguda

6.3.1. Valoracion de la funcién renal

6.3.1.1. Determinacion de la concentracion de glucosa en la orina y el
suero

El grupo tratados con CCl4 tuvo una disminucién significativa de la carga
filtrada de glucosa. Pero, tanto dicho disolvente como el APAP, no indujeron
modificaciones de la concentracidon sérica, la depuracion y las excreciones
urinaria y fraccional de glucosa.

La imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo, la 3-nitroimidazo[1,2-
alpiridina-2-carboxilato de etilo, aceite de cacahuate, produjeron una
disminucién estadisticamente significativa de la carga filtrada de glucosa; por el
contrario, la 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo provocé un aumento
significativo en este parametro comparado con el grupo testigo que recibio
agua. La imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo y tween 80 no modificaron la

carga filtrada (tabla 6).

Tabla 6. Efecto sobre la carga filtrada y las excreciones urinariay fraccional de

glucosa de los diferentes grupos experimentales
COMPUESTO CF gy [mg/min] EUg, [ug/min] EFcw [%]
Agua 1.22 +0.24 0.19 £0.05 0.019 £0.005
(12) (12) (12)
Aceite de cacahuate 0.37 £0.07° 0.12 £0.04 0.035 +0.009
(6) (6) (6)
Tweeng0 1.85 +0.35 0.26 +0.04 0.015 +0.001
(6) (6) (6)
1a 0.39 +0.16° 0.10 £0.03 0.039 £0.012
(6) (6) (6)
1b 0.31 £0.04° 0.14 £0.02 0.047 £0.004
(6) (6) (6)
2a 0.90 +0.29° 0.14 £0.03 0.021 £0.004
(6) (6) (6)
% 1.97 £0.33% 0.13 £0.02 0.010 +0.003
(8) (8) (8)
1.35 +£0.27 0.09 +0.02 0.007 +£0.002
APAP (6) (6) (6)
cCl, 0.36 +0.13? 0.28 +0.08 0.125 +0.086
(5) (5) )

Los valores representa la media = el error estdndar para cada grupo. CF carga filtrada; EUgy,
excrecion urinaria; EF, excrecién fraccional.

2p<0.05 vs Testigo (H,0). °P<0.05 vs Testigo (Tween 80).

35




Los cuatro compuestos imidazo[1,2-a]piridina 2- y 3- sustituidas, el
aceite de cacahuate y el tween 80 no indujeron cambios de la concentracion

sérica, la depuracién y las excreciones urinaria y fraccional de glucosa (tablas 6
y 7).

Tabla 7. Efecto sobre la depuracidon y la concentracion sérica de glucosa de los
diferentes grupos experimentales

COMPUESTO Cguu (uL/min) Glucosa sérica mg/dL
Aqua 0.17 £0.04 116.09 +4.36
9 (12) (12)
. 0.10 £0.03 135.72 £9.15
Aceite de cacahuate
(6) (6)
0.23 £0.05 124.51 £17.45
Tween80
(6) (6)
1a 0.08 +0.02 112.39 +4.92
(6) (6)
1b 0.12 +0.02 121.27 +7.88
(6) (6)
23 0.13 £0.03 103.46 +3.16
(6) (6)
% 0.09 +0.01 126.00 +4.36
(8) (8)
0.07 £0.02 128.13 +2.96
APAP
(6) (6)
0.24 +0.11 110.68 +£9.79
CCl
! (5) (5)

Los valores representan la media = el error estandar para cada grupo.

6.3.1.2. Determinacion de la concentracion de proteinas en la orina
Unicamente el grupo intoxicado con CCl; tuvo un incremento
estadisticamente significativo de la excrecién urinaria de proteinas, que fue de
88.2% y 90.2% con respecto a los grupos tratados con aceite de cacahuate y
agua, respectivamente. La excrecion urinaria de proteinas no se modificé en

ninguno de los otros grupos (figura 6).
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Figura 6. Efecto sobre la excrecion urinaria de proteinas de los diferentes grupos
experimentales. Las barras representan la media y las lineas el error estandar para cada grupo.
#P<0.05 vs Testigo (H,0). °P<0.05 vs Testigo (aceite de cacahuate).

6.3.1.3. Determinacién de la secrecion tubular renal de aniones organicos

Los grupos intoxicados con CCly; y APAP provocaron una disminucién
significativa de este parametro comparado con el grupo testigo agua. Ademas,
el CCl,4 disminuy6 significativamente la secrecion activa con respecto al grupo
tratado con aceite de cacahuate.

Los compuestos 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo,
imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo y tween 80 produjeron una disminucién en
la secrecion tubular renal de aniones organicos, con respecto al grupo testigo
(H20) (figura 7).

Los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo, 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo y el aceite de cacahuate no indujeron

cambios significativos en la secrecion tubular renal de aniones organicos.
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Figura 7. Efecto sobre el transporte activo de aniones organicos de los diferentes grupos
experimentales. Las barras representan la media y las lineas el error estandar para cada grupo.
#P<0.05 vs Testigo (H,0). °P<0.05 vs Testigo (aceite de cacahuate).

6.3.1.4. Determinacion del flujo urinario
El flujo urinario no se modificé en los grupos tratados con el CCly, el
APAP, el aceite de cacahuate, el tween 80 y los cuatro compuestos

imidazo[1,2-a]piridina 2- y 3- sustituidas (tabla 8).

Tabla 8. Efecto sobre el flujo urinario de los diferentes grupos experimentales

COMPUESTO Flujo urinario [uL/min]
Aqua 4.73 £0.92
5 (12)
Aceite de cacahuate 4-39((;5)0-57
6.29 +1.79
Tween80
(6)
1a 417 £1.25
(6)
4.54 +0.76
1b
(6)
2a 6.44 +1.39
(6)
7.08 +1.01
2b
(8)
6.19 +1.15
APAP
(6)
3.89 +1.18
CClI
' (5)

Los valores representan la media + el error estandar para cada grupo.
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6.3.1.5. Determinacién de la velocidad de filtracion glomerular

El CCls indujo una disminucién del 62.5% en la VFG, que no fue
significativa con respecto a los testigos que recibieron aceite de cacahuate y
agua. También, tanto para este disolvente como para el APAP no se
observaron cambios significativos en la concentracion sérica de creatinina con
respecto a los grupos testigo.

El aceite de cacahuate produjo una disminucion estadisticamente
significativa del 72.1% de la VFG, ademas, se observo un incremento en la
concentracidn sérica de creatinina, con respecto al grupo testigo agua

El compuesto 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo indujo
una disminucion del 76.0% en la velocidad de filtracién glomerular (VFG) y un
incremento en la concentracion sérica de creatinina, con respecto al grupo
testigo agua. El compuesto imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo, produjo
una disminucion del 67.3% sobre la VFG, pero ésta no fue significativa con
respecto al grupo testigo de agua; este compuesto tampoco modificd la
concentracién sérica de creatinina (figuras 8 y 9).

El compuesto imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo disminuyé 48.2% la
VFG comparado con el tween 80, sin embargo, la respuesta mostrada fue
similar a la del grupo testigo (H2O). De forma contraria, para el tween 80 se
observo un incremento significativo sobre este parametro al compararse con el
grupo testigo de agua.

Para los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo,
imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo, 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo y
el tween 80, no se observaron modificaciones en la concentracion sérica de

creatinina con respecto a los grupos testigo.
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Figura 8. Efecto sobre la velocidad de filtracion glomerular de los diferentes grupos
experimentales. Las barras representan la media y las lineas el error estandar para cada grupo.
2p<(.05 vs Testigo (H,0). °P<0.05 vs Testigo (Tween 80).
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Figura 9. Efecto sobre la concentracion de creatinina sérica de los diferentes grupos
experimentales. Las barras representan la media y las lineas el error estandar para cada grupo.
¥P<0.05 vs Testigo H,0.

6.3.1.6. Determinacion del balance electrolitico

El CCl4 disminuy6 significativamente la carga filtrada de sodio y potasio.
Este disolvente y el APAP no modificaron la excrecion urinaria, la excrecion
fraccional y la depuracion de sodio y potasio, con respecto al grupo testigo

agua (tablas 9 y 10).
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El compuesto 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo, el
aceite de cacahuate produjeron una disminucién estadisticamente significativa
en la carga filtrada de sodio y potasio. La imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato
de etilo s6lo disminuy6 la carga filtrada de sodio. Los otros compuestos y el
tween 80 no produjeron cambios significativos en estos parametros.

La depuracién de sodio se incrementd en el grupo tratado con el
compuesto 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo con respecto a los grupos
testigo agua y tween 80 (tablas 9y 10).

Los

compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo, 3-

nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo, imidazo[1,2-a]piridina-2-
carbonitrilo, el aceite de cacahuate y el tween 80 no indujeron cambios

significativos en la excrecién urinaria, la excrecion fraccional y en la depuracion

de sodio y potasio, con respecto al grupo testigo agua.

Tabla 9. Efecto sobre la excrecion urinaria'y depuraciéon de sodio y potasio de
los diferentes grupos experimentales

COMPUESTO | EU [uEq/min] | EU s [uEg/min] | Ck’ [ul/min] Cna’ [uL/min]
Agua 0.76 £0.19 0.68 £0.25 143.27 +32.61 4.59 +1.70
(12) (12) (12) (12)
Aceite de 0.68 +0.11 0.24 +0.09 119.77 £18.80 1.77 +0.69
cacahuate (6) (6) (6) (6)
Tweens0 1.09 +0.21 0.47 +0.10 206.04 +38.13 3.21 £0.61
(6) 6) 6) (6)
1a 0.34 +0.06 0.29 +0.08 51.13 £8.86 1.82 +0.53
(6) (6) (6) (6)
1b 0.24 +0.03 0.34 +0.05 37.00 +6.18 2.19 £0.37
(6) (6) (6) (6)
23 0.64 +0.16 0.51 £0.09 108.98 +29.92 3.61 £0.67
(6) (6) (6) (6)
2b 1.01 +0.21 1.18 +0.31 171.29 +35.85 8.78 +2.47%°
() () (®) (8)
0.47 +0.14 0.46 +0.21 128.42 +41.18 3.23 +1.43
APAP (6) (6) 6) (6)
col, 0.78 +0.21 0.39+0.14 | 1432943233 | 2.88+1.08
(5) (5) (5) (5)

Los valores representan la media = el error estandar para cada grupo.

P<0.05 vs Testigo (H,0). °P<0.05 vs Testigo (Tween 80).

41




Tabla 10. Efecto sobre la excrecién fraccional y la carga filtrada de sodio y

potasio de los diferentes grupos experimentales

COMPUESTO EFk %] EF na' [%] CFy" [uEg/min] | CF ya." [uEg/min]
Agua 16.31 £3.07 0.46 £0.11 5.57 £1.23 154.06 +29.89
(12) (12) (12) (12)
Aceite de 52.49 +11.99 0.44 +0.17 1.70 £0.43° 40.27 £9.01°
cacahuate (6) (6) (6) (6)
Tween80 15.18 £4.52 0.22 +0.04 8.80 £2.07 242.92 +61.59
(6) (6) (6) (6)
1a 24.56 +6.69 0.81 £0.23 2.28 +0.98 54.44 +21.69°
(6) (6) (6) (6)
1b 15.58 +3.09 0.85 +0.09 1.69 £0.21°2 39.31 +4.28°
(6) (6) (6) (6)
2a 13.55 +1.23 0.55 +0.13 5.07 +1.44 124.49 +40.89"
(6) (6) (6) (6)
2% 11.94 £1.64 0.57 £0.12 8.03 £0.96 196.22 £35.32
(8) (5) (8) (8)
APAP 12.49 £3.12 0.27 £0.09 3.99 £0.79 147.38 £31.27
(6) (6) (6) (6)
cel, 55.72 +13.46 0.88 +0.09 1.70 £0.54° 43.09 £11.50°
(5) (5) () ()]

Los valores representan la media * el error estandar para cada grupo.

2p<0.05 vs Testigo (H,0). °P<0.05 vs Testigo (Tween 80).

El CCl, no modifico la concentracion sérica de sodio y potasio. EI APAP

indujo un decremento significativo en la concentracién sérica de potasio

La imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo y la 3-nitroimidazo[1,2-

a]piridina-2-carboxilato de etilo produjeron un incremento significativo del

21.4% y 24.4%, respectivamente, sobre la concentracion sérica de potasio.

Los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo, 3-nitroimidazo[1,2-

aJpiridina-2-carbonitrilo, el aceite de cacahuate y el tween 80 no provocaron

cambios en la concentracion sérica potasio (tabla 11).

La concentracion sérica de sodio no se modific6 en ningun grupo

experimental.
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Tabla 11. Efecto sobre la concentracion sérica de potasio y sodio de los
diferentes grupos experimentales

COMPUESTO [K*] Sérica meq/L [Na™] Sérica [meq/L]
Aqua 5.41 £0.34 149.98 +4.19
° (12) (12)
. 5.71 £0.14 139.78 +2.49
Aceite de cacahuate
(6) (6)
Tweens0 5.29 +0.20 144.63 +27.68
(6) (6)
1a 6.57 +0.32° 162.38 +5.03
(6) (6)
1b 6.73 +0.39° 155.42 +3.63
(6) (6)
2a 6.03 £0.30 142.94 +3.88
(6) (6)
2% 5.79 £0.14 140.82 +£3.03
(8) (8)
3.78+0.22 138.58 +2.37
APAP
(6) (6)
5.3510.24 142.23 +3.36
CCl
¢ () (5)
Los valores representan la media + el error estandar para cada grupo.
#P<0.05 vs Testigo (H20).

6.3.1.7. Determinacion del balance hidrico

El CCls no modificé la osmolalidad sérica, la depuracién osmolal (Cesm),
la depuracion de agua libre (Cyxo), ni la relacion U/P con respecto al grupo
testigo (H20). EI APAP produjo un incremento en la depuracion osmolal y la
depuracion de agua libre, sin modificar la relacion U/P no fue significativo.

La osmolalidad sérica disminuyé en los grupos tratados con los
compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo y 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-
2-carbonitrilo con respecto al tween 80 (p<0.05). Los cuatro compuestos
imidazo[1,2-a]piridina 2- y 3- sustituidas, el aceite de cacahuate y el tween 80
no la modificaron, con respecto al grupo testigo (H2O) (tabla 12).

La imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo, la 3-nitroimidazo[1,2-
a]piridina-2-carboxilato de etilo, la imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo, la 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo, el aceite de cacahuate y el tween 80
no produjeron cambios significativos en la depuracion osmolal (Cosm), la

depuracion de agua libre (Cyz0), ni en la relacion U/P (tabla 12).

43



Tabla 12. Efecto sobre el balance hidrico de los diferentes grupos

experimentales

Osmolalidad

COMPUESTO Sérica [mmol/kg] Cosm [uL/min] Chzo [uL/min] Relacién U/P
Agqua 302.68 +6.31 16.34 £2.75 -11.62 +2.01 3.99 £0.72
9 (12) (12) (12) (12)
Aceite de 291.20 +3.66 14.75 £1.69 -10.36 £1.13 3.41 £0.09
cacahuate (6) (6) (6) (6)
Tweenso 315.09 +11.86 20.99 +4.89 -14.69 £3.19 3.81 £0.61
(6) (6) (6) (6)
1a 293.75 +1.88 11.15 £2.57 -6.99 +1.38 3.02 £0.25
(6) (6) (6) (6)
1b 294.04 +0.88 10.82 +1.29 -6.28 +0.69 2.54 +0.20
(6) (6) (6) (6)
2a 291.74+1.34° 20.21 £3.83 -13.77 £2.46 3.29 £0.22
(6) (6) (6) (6)
%b 289.65 +0.44° 23.94 £3.19 -16.86 £2.19 3.43 £0.05
(8) (8) (8) (8)
APAP 295.68 +1.57 33.72 +6.87° -27.53 £5.86° 5.44 +0.59
(6) (6) (6) (6)
CCly 291.11 £1.06 14.66 £3.79 -10.77 £3.04 4.05 £0.49

()]

()]

()]

()]

Los valores representan la media + el error estandar para cada grupo.

?P<0.05 vs Testigo (H,0). °P<0.05 vs Testigo (Tween 80).

6.3.1.8. Cuantificacion de la formaciéon de especies reactivas de oxigeno y

de la lipoperoxidacién en el rifidn

Los animales de los grupos intoxicados con CCls y APAP mostraron un

incremento significativo en la formacion de especies reactivas de oxigeno y en

la lipoperoxidacion renal con respecto al grupo testigo agua. Ademas, el CCl,

incrementd estos parametros con respecto al aceite de cacahuate.

La imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo, la 3-nitroimidazo[1,2-

a]piridina-2-carboxilato de etilo, la imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo, la 3-

nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo, el aceite de cacahuate y el tween 80

no indujeron cambios significativos en la formacion de especies reactivas de

oxigeno, ni en la lipoperoxidacién renal comparados con el grupo testigo agua

(figuras 10y 11).
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Figura 10. Efecto sobre la formacion de especies reactivas de oxigeno en el rifién de los
diferentes grupos experimentales. Las barras representan la media y las lineas el error
estandar para cada grupo. ?P<0.05 vs Testigo (H,0). °P<0.05 vs Testigo (aceite de
cacahuate).

0.8
0.6
©
£
5 |
o
a
o 047 mmm H,O
g B ACEITE DE CACAHUATE
L
& T T mmm TWEEN 80
D — COET
02 === CO,ETNO,
: /1 CN
— CNNO,
. APAP
= CCl,
0.0 -

Figura 11. Efecto sobre la lipoperoxidacion en el rifion de los diferentes grupos experimentales.
Las barras representan la media y las lineas el error estandar para cada grupo. ?P<0.05 vs
Testigo (H,0). °P<0.05 vs Testigo (aceite de cacahuate).

45



6.3.2. Valoracion de la funcién hepatica
6.3.2.1. Determinacion de la actividad sérica de las enzimas fosfatasa
alcalina y alanina aminotransferasa

Para poder corroborar el efecto sobre la actividad sérica de ambas
enzimas, ademas de recurrir al analisis estadistico, se calcul6 el limite superior
normal (LSN), que fue obtenido de los valores del grupo testigo de agua, que
representan valores normales sobre la actividad sérica de ambas enzimas y
que fueron comparados con los efectos producidos por cada uno de los
compuestos utilizados en el presente trabajo, en donde, un incremento mas del
doble sobre el LSN indica dano hepatico (CIOMS, 1999). EI LSN para la
enzima fosfatasa alcalina (FA) fue de 112.79 U/L y para la enzima alanina
aminitransferasa (ALT) fue de 34.05 U/L.

El CCls ademas de producir un incremento estadisticamente significativo
en la actividad sérica de la enzima fosfatasa alcalina, aumentd la FA 2.93
veces sobre el LSN de FA. También, el CCl, indujo un incremento significativo
en esta variable con respecto al aceite de cacahuate.

El APAP no modificd la actividad sérica de FA, asi como tampoco
incrementé mas del doble del LSN de FA

La 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2b), aunque indujo un
incremento significativo con respecto al grupo testigo de agua, el incremento
observado sobre el LSN de FA sélo fue de 1.45.

La imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo, la 3-nitroimidazo[1,2-
a]piridina-2-carboxilato de etilo, la imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo, el aceite
de cacahuate y el tween 80 no modificaron la actividad sérica de FA (figura 12
y tabla 13).

Tabla 13. Mdltiplos sobre el limite superior normal de los compuestos
imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3- sustituidas

Multiplo de LSN Multiplo de LSN
COMPUESTO p(F A F(’ ALT)
Aceite de cacahuate 0.83 1.13
Tween80 1.13 1.32
1a 0.82 0.59
1b 0.90 0.79
2a 0.95 1.13
2b 1.45 1.16
APAP 1.37 1.10
CCly4 2.93 3.75
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Figura 12. Efecto sobre la actividad sérica de la enzima fosfatasa alcalina de los diferentes
grupos experimentales. Las barras representan la media y las lineas el error estandar para
cada grupo. ?P<0.05 vs Testigo (H,0). °P<0.05 vs Testigo (aceite de cacahuate).

El CCls produjo un incremento estadisticamente significativo en la
actividad sérica de ALT y el aumento sobre el LSN de ALT fue 3.75 veces
mayor. El APAP no modificé la actividad sérica de ALT (figura 13 y tabla 13).

La imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo, la 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-
carbonitrilo, el aceite de cacahuate y el tween 80, aunque indujeron un
incremento estadisticamente significativo en los niveles séricos de ALT, no
aumentaron mas del doble el LSN de ALT.

La imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo y la 3-nitroimidazo[1,2-
a]piridina-2-carboxilato de etilo no indujeron un incremento significativo en esta

variable, asi como tampoco aumentaron mas del doble el LSN de ALT.
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Figura 13. Efecto sobre la actividad sérica de la enzima alanina aminotransferasa de los
diferentes grupos experimentales. Las barras representan la media y las lineas el error
estandar para cada grupo. ?P<0.05 vs Testigo (H,0). °P<0.05 vs Testigo (aceite de
cacahuate).

6.3.2.2. Cuantificacion de la formacion de especies reactivas de oxigeno y
de la lipoperoxidacion en el higado

El CCls y el APAP causaron un incremento estadisticamente significativo de
la formacién de especies reactivas de oxigeno y de la lipoperoxidacion
hepatica, con respecto al grupo testigo de agua. Ademas, el CCl, incrementé
significativamente la formacién de especies reactivas de oxigeno y la
lipoperoxidacion hepatica con respecto al aceite de cacahuate (figuras 14 y 15).

El aceite de cacahuate produjo una disminucion significativa en la
lipoperoxidacion hepatica, pero no modificé la formacion de especies reactivas
de oxigeno.

Los cuatro compuestos imidazo[1,2-a]piridinas 2- y 3- sustituidas y el tween
80 no provocaron cambios significativos sobre la formacion de especies

reactivas de oxigeno y la lipoperoxidacion hepatica.
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Figura 15. Efecto sobre la lipoperoxidacién en el higado de los diferentes grupos
experimentales. Las barras representan la media y las lineas el error estandar para cada grupo.
#P<0.05 vs Testigo (H;0). °P<0.05 vs Testigo (aceite de cacahuate).
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7. DISCUSION

De acuerdo a la clasificaciéon propuesta por Herrling, en el 2005, sobre
las etapas de investigacion, el presente trabajo es la continuacion a la fase D4
de la investigacion realizada por Mexica-Ochoa en el 2007, que incluyd el
escalamiento de las rutas sintéticas para obtener las cuatro imidazo[1,2-
a]piridinas 2-, 3- sustituidas que presentaron mejor actividad antiparasitaria y
que pueden ser alternativas para tratar la amibiasis y la tricomoniasis, las
cuales son enfermedades de atencion prioritaria (Bansal y col., 2009; Conde-
Bonfil y De la Mora-Zerpa, 1992; Schmid, 2003; SSA, 2005; Walker, 2004).

El término escalamiento se cumplié debido a que i) se obtuvieron
cantidades mayores o iguales a 10 g para las cuatro imidazo[1,2-a]piridinas 2-,
3- sustituidas, que fueron mayores a las conseguidas en la fase de
descubrimiento, a excepcién del compuesto 2a que se obtuvo un lote de 3.28 g
y ii) se obtuvieron cantidades suficientes para realizar los estudios preclinicos
de toxicidad aguda y subaguda (Rubin y col., 2006; Steinmetz y Spack, 2009).

Los procesos de obtencién escalados fueron reproducibles, debido a que
los rendimientos globales, la caracterizacion fisica y la espectroscopica (que
demuestran pureza) obtenidos para cada uno los compuestos corresponden a
lo reportado en la literatura (Arias y col., 2006; Lombardino, 1965; Mexica-
Ochoa, 2007; Teulade y col., 1981).

Adicionalmente y como parte de la fase D4, se senalan los posibles
obstaculos de forma temprana que se pueden presentar en la produccion a
nivel industrial de dichos compuestos, con el objetivo de evitar pérdidas de
tiempo y dinero. Estos obstaculos fueron valorados de acuerdo al criterio
SELECT, que es utilizado por algunas empresas farmacéuticas (Butters y col.,
2006). Debido a que dicho criterio hace hincapié en la seguridad, este trabajo
incluyé la busqueda de riesgos potenciales y se encontré que las materias
primas utilizadas como el acido sulfurico, el acido nitrico, el hidroxido de
amonio y el oxicloruro de fésforo son muy toxicas y peligrosas per se, tanto
para el hombre como para el medio ambiente (Hoja Técnica de Seguridad del
Material, www.sigmaaldrich.com; EC, 2006), ademas se encontré que en las
reacciones donde se requieren estas materias primas (deshidratacion de
carboxamida y nitracion sulfonitrica) al incrementar la temperatura y al generar

gases pueden tener un efecto negativo adicional sobre la produccion a nivel
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industrial (Butters y col., 2006; OSHA, 2005; Zhang, 2006), por lo que se
sugiere utilizar equipo de proteccién y maquinaria adecuada para su manejo.
Con respecto a los disolventes utilizados en la sintesis de los compuestos
imidazo[1,2-a]piridinas 2-, 3- sustituidas, estos son de menor toxicidad y riesgo
(FDA, 2003).

Con respecto al criterio econdmico, la obtencion de los cuatro
compuestos imidazo[1,2-a]piridinas 2- y 3- sustituidas requirié pocos pasos, de
duracion minima, con rendimientos globales de moderados a buenos (bueno es
igual o mayor al 40%, a excepcion para el compuesto 2b que es moderado),
por lo que puede considerarse que estas rutas representan un bajo costo y
pueden manejarse a nivel industrial (Enna y Williams, 2009; Zhang, 2006).

Los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1a) y 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1b) con base en el valor
obtenido de su DLso, se clasifican en la categoria 5 (de practicamente no
toxicos) y los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitriio (2a) y 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2b), pertenecen a la categoria 4 (de
ligeramente toxicos) (United Nations, 2007).

Este comportamiento se pudo deber al tipo de sustituyentes presentes
en su estructura molecular. Se observé que la pareja analoga con el grupo
carbonitrilo en la posicion 2 aumentd la toxicidad con respecto a la pareja
analoga con el grupo carboetoxi en la misma posicion del anillo. Lo que sugiere
que los compuestos con el grupo carboetoxi (1a-b), a pesar de ser mas
liposolubles con respecto a los compuestos con el grupo carbonitrilo (2a-b) (en
funcién a los logP reportados por Mexica-Ochoa en el 2007), pueden ser
hidrolizados por carboxiesterasas inespecificas a los acidos correspondientes,
los cuales pueden ser mas hidrosolubles y eliminados mas rapido del
organismo, lo que disminuye la probabilidad de producir efectos tdxicos (Testa,
2007).

Con respecto a los compuestos que tienen el grupo nitro en la posicion
3, 1b y 2b se encontré que mostraron menor toxicidad en las dos parejas
analogas estudiadas. Se sugiere que debido a que el grupo nitro les confiere
mas polaridad con respecto a los que no lo tienen, por lo que son susceptibles
de ser eliminados mas rapido del organismo y presentar menos toxicidad
(Trager, 2007).
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Los estudios de la toxicidad aguda fueron realizados en el ratén, debido
que la cantidad requerida de los cuatro compuestos imidazo[1,2-a]piridinas 2- y
3- sustituidas es minima en comparacion a la requerida en la evaluacién de la
DLso en la rata.

De acuerdo a los estudios de toxicidad subaguda sobre la funcién renal,
el CCly y el APAP no indujeron glucosuria en los animales de experimentacion,
lo cual reflejd, la ausencia de dafio a nivel del tubulo proximal, que es la parte
de la nefrona que reabsorbe casi toda la glucosa que es filtrada por el
glomérulo. Los animales de los grupos tratados con los compuestos
imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1a), 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-
carboxilato de etilo (1b), imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2a) y 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2b) al no haber producido glucosuria,
se sugiere que ninguno de dichos compuestos afectan los sistemas
encargados de la reabsorcion de glucosa a nivel del tubulo proximal (Kaplan,
2008; Schmidt y col. 2007; Tortora y Grabowsky, 2002; Vallon y col., 2005; Xu y
col., 2008).

La proteinuria inducida por el CCls sugiere que al formar radicales libres
produce dafio al glomérulo (que evita el paso de proteinas hacia el filtrado
glomerular) y al tubulo proximal (que por pinocitosis reabsorbe las proteinas
que pasan al filtrado glomerular) (Benzing, 2004; Tortora y Grabowsky, 2002).

Con respecto a los cuatro compuestos imidazo[1,2-a]piridina 2- y 3-
sustituidas, el aceite de cacahuate, el tween 80 y el APAP no presentaron
proteinuria, lo cual indico ausencia de dafno a nivel glomerular y del tubulo
proximal.

El CCly4, al haber disminuido el transporte activo de aniones organicos e
incrementado la formacidbn de especies reactivas de oxigeno y la
lipoperoxidacion renal, sugiere que produce una disminuciéon de ATP e incluso
necrosis y/o apoptosis de los tubulos proximales. Ademas, se ha observado
que la presencia de colestasis en las ratas, regulan a la baja los OAT vy los
acidos biliares hidrofobicos que se liberan y llegan al rifndn, compiten con el
PAH, lo cual también explicaria la disminucion del transporte activo de aniones

organicos producida por este disolvente (Perez y Briz, 2009; Torres, 2008).
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El paracetamol disminuyo el transporte de PAH, debido a que es un
anién y que al igual que muchos AINE’s, compite por los receptores OAT1/3
(Lee y Kim, 2004).

El compuesto 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1b)
disminuyo la secrecion activa de PAH, pero no increment6 la formacion de
especies reactivas de oxigeno, ni la lipoperoxidacion renal, lo que sugiere la
competencia por los transportadores de aniones organicos (OAT) y no de
regularlos a la baja, de activar directa o indirectamente la PKC (que disminuye
la actividad de los OAT) o incluso de disminuir los niveles de ATP. Ademas, en
investigaciones realizadas en nuestro laboratorio, se ha demostrado que el
compuesto 1b tiene actividad antiinflamatoria y como la mayoria de los AINE's,
compiten con el PAH por los transportadores OAT1/3 (Lee y Kim, 2004;
Schneider y col., 2007; VanWert y col., 2010).

A pesar de que la imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo es una molécula
neutra, disminuyo el transporte activo de aniones organicos, lo cual sugiere tres
mecanismos: regulacién a la baja de los OAT, activacion directa o indirecta de
PKC e incluso disminucién de los niveles de ATP (Schneider y col., 2007,
VanWert y col., 2010). La ultima opcion seria la mas factible, debido a que el
grupo carbonitrilo en la posicion 2 del anillo imidazo[1,2-a]piridina al ser un
buen grupo saliente, por su estabilidad, lo cual no ocurre para al compuesto 2b
por la presencia del grupo nitro en la posicién 3 (es mas electroatractor que el
grupo carbonitrilo), puede liberarse como ién cianuro y producir inhibicién de la
cadena de transporte de electrones y por tanto, disminuir el transporte activo de
aniones organicos (Scherrmann, 2007).

El comportamiento de los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-
carboxilato de etilo y 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo sugiere la
ausencia de un efecto directo e indirecto sobre el transporte activo de aniones
organicos.

El CCls no disminuyé la VFG, ni incrementd la concentracion sérica de
creatinina, pero indujo proteinuria que demostro el dafo sobre los glomérulos,
sugiere la presencia de algunas alteraciones sobre las uniones intercelulares
que forman al diafragma glomerular (DG) y que pierda su funcién como barrera

selectiva de filtracion, por tanto, permitir el paso de proteinas al filtrado
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glomerular (Benzing, 2004; Lee y col.,, 2006; Li y col.,, 2003; Tortora vy
Grabowsky, 2002; Vaidya y col., 2008).

El aceite de cacahuate al disminuir la VFG e incrementar la concentracion
sérica de creatinina, sugiere que los lipidos presentes en este vehiculo, al no
ser difusibles del glomérulo hacia el espacio capsular, aumentan la presién que
se opone a la presion hidrostatica glomerular y por tanto, disminuyen la
velocidad de filtracién glomerular. (Kimura, 2005; Tortora y Grabowsky, 2002),

El tween 80, al incrementar la VFG y al disminuir la concentracion sérica de
creatinina, pudo tener efecto sobre las células mesangiales, las arteriolas
aferentes o eferentes, que caus6é un aumento sobre la superficie glomerular o
incrementd el flujo sanguineo que se manifieste con un aumento en la VFG.

La imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1a) y la 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1b) al disminuir la VFG mas
del 67% con respecto a los valores normales, indica la presencia de
alteraciones sobre la hemodinamia glomerular (CIOMS, 1999; Lee y Forni,
2009). Ademas, el incremento de la creatinina sérica que indujo el compuesto
1b, al ser mas del 50%, denota una alteracion mucho mayor sobre el glomérulo
con respecto a su pareja analoga (CIOMS, 1999; Lee y Forni, 2009; Naughton,
2008). A pesar de que ambos compuestos disminuyeron la VFG, al no producir
proteinuria, anuria u oliguria se sugiere que la alteracion sobre el glomérulo no
es grave. Aunado a ello, en investigaciones realizadas en nuestro laboratorio,
dichos compuestos junto con sus metabolitos correspondientes han
demostrado tener actividad antiinflamatoria y al ser considerados como AINE’s
se sugiere que inhiben la formacién de prostaglandinas en el rindn y producir
vasoconstriccidn en las arteriolas aferentes corticales y medulares, lo que
disminuye la VFG (Naughton, 2008; Vaidya y col., 2008). Para confirmar la
ausencia de toxicidad a nivel glomerular de dichos compuestos se necesitan
estudios histologicos.

Los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo  (2a) y  3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2b) no indujeron alteraciones a nivel
glomerular.

Se observd que los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de
etilo (1a) y el 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1b)

disminuyeron la CF de potasio y sodio, lo cual es el reflejo del efecto producido
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en la VFG, debido a que llega menos cantidad de ambos electrolitos al rifidn.
Con respecto a la hipercalemia producida por ambos compuestos, se sugiere
que es de etiologia diferente a la tubular, debido a que no estd acompanada
por natriuresis (McCormick y col., 2005; Schmidt y col., 2007; Tanemoto, 2007,
Verrey, 2007). Aunado a ello, se ha observado que los AINE's, al igual que 1a-
b, pueden producir hipercalemia, aunque no se conozca bien el mecanismo por
el cual la produzcan (Karet, 2009; Kokot y Hyla-Klekot, 2008).

La imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo  (2a) y 3-nitroimidazo[1,2-
a]piridina-2-carbonitrilo (2b), el aceite de cacahuate, el tween 80, el APAP y el
CCl4 no presentaron alteraciones en la homeostasis del sodio y potasio, lo cual
indica que todos los sistemas implicados en la reabsorcién de sodio a lo largo
de la nefrona no se encuentran afectados (Kaplan, 2008; Lee y col., 2006;
McCormick y col., 2005; Orlov y Mongin, 2007; Schmidt y col., 2007; Tanemoto,
2007; Vallon y col., 2005; Verrey, 2007; Yu y col., 2005). En virtud de que la
excrecion fraccional de sodio es un indicador de la funcion tubular, al
relacionarse el efecto natriurético con el dafio sobre la reabsorcion de sodio,
ninguno de los cuatro compuestos probados muestra un incremento
significativo sobre este parametro, lo cual infiere ausencia de dafio a nivel
tubular (Schmidt y col., 2007).

Los resultados obtenidos para el grupo tratado con CCls no coinciden
con los estudios realizados en ratas por Fernandez-Llama y colaboradores en
el 2000, que indujeron cirrosis mediante inhalacién cronica de CCls con un flujo
de 1L/min durante una exposicion inicial de 30 segundos dos veces a la
semana y una final de 5 minutos tres veces a la semana y que observaron
retencién anormal de agua e hiponatremia (Bekheirnia y Schrier, 2006; Orlov y
Mongin, 2007; Rieg y Vallon, 2009).

Los cuatro compuestos imidazo[1,2-a]piridina 2- y 3- sustituidas, el
aceite de cacahuate y el tween 80, no estan involucrados en la alteracién de la
reabsorcién de agua, por lo que la capacidad renal de concentracién/dilucién
urinaria no se encuentra afectada (Fernandez-Llama y col., 2000; Rieg y
Vallon, 2009).

Con respecto a los datos obtenidos para los cuatro compuestos
imidazo[1,2-a]piridina 2- y 3- sustituidas sobre el balance hidrico y electrolitico,

se observo que estos no presentaron dafo a nivel tubular, esto fue lo contrario
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comparado con el inmunosupresor ciclosporina A (CsA), que ha demostrado
ser nefrotdxico a nivel tubular en modelos con ratas al haber incrementado la
excrecidon de sodio, reducido la capacidad de concentracion urinaria
acompanada con poliuria, disminuido la osmolalidad urinaria y la relacion U/P e
inducido hipercalemia (Kaplan, 2008; Lim y col., 2007).

Los resultados obtenidos para el grupo intoxicado con CCls sobre la
formacion de ERO vy la lipoperoxidacion renal, ademas del dafio causado por su
bioactivaciéon en el riidn, su efecto téxico se potencializa por la colestasis
producida, donde los acidos biliares hidrofébicos que se liberan en la sangre y
llegan al rindn causan lipoperoxidacién en células tubulares directamente por la
generacion de ERO a nivel mitocondrial o por la activacion de neutrofilos y
macrofagos e incluso el estrés oxidativo permite la produccién de mediadores
vasoactivos como la endotelina, que disminuyen la VFG (Miyata y col, 1999;
Perez y Briz, 2009; Torres, 2008).

El APAP también aument6 la formacion de las especies reactivas de
oxigeno y la lipoperoxidacion, pero por un mecanismo diferente al CCly4, ya que
al biotransformarse se forma un metabolito activo electrofilico, la N-acetil-
benzoquinoneimida (NAPQI), implicada en la disminucién de los niveles de
GSH y en el incremento del estrés oxidativo (Guengerich y MacDonald, 2007).

Los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1a), 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1b), imidazo[1,2-a]piridina-2-
carbonitrilo (2a) y 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2b) no estan
implicados en la produccion del estrés oxidativo a nivel renal ni en la
disminucion de los niveles de las defensas antioxidantes como el GSH
(Preziosi, 2007; Miyata y col., 1999).

En lo que respecta a los compuestos 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-
carboxilato de etilo (1b) y 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2b), se
demostré que la nitrorreduccion es poco probable en el rifidn al no presentarse
elevaciones significativas de las especies reactivas de oxigeno y de la
lipoperoxidacion, con respecto a los grupos control. Esto es debido a que la
nitrorreduccién se encuentra en mayor grado en organismos o0 ambientes
anaerobios o hipdxicos, por lo que en el riidn al ser un sistema aerobio, es
poco probable que se produzcan intermediarios de la nitrorreduccién que

disminuye los niveles del glutatién (Clarke y col., 1980; Clarke y col., 1982;
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Ehlhardt y col., 1987; Leitsch y col., 2009; Olekhnovich y col., 2009; Parkinson,
2001; Trager, 2007). A pesar de que la reoxidacion del radical anionico nitro en
un sistema aerobio como el rifion se formen el aniéon superodxido y el peréxido
de hidrégeno, éstos son menos toxicos que los intermediarios de la
nitrorreducciéon (Brown y Wilson, 2004; Leitsch y col., 2009; Wardman, 1985).

El CCl4 produjo colestasis demostrada por el incremento significativo de
la actividad sérica de la FA asi como el incremento sobre el LSN que fue
mucho mayor de 2 (CIOMS, 1999; Kaslow, 2010), lo cual afirma el hecho de
que produce dafo en las células canaliculares debida a su bioactivacion, lo que
aumenta la posibilidad de alterar los sistemas de transporte hepatico, el
metabolismo de los acidos biliares (Pauli-Magnus y Meier, 2006) y producir
obstruccion de los conductos biliares (Chiang, 2003; Grattagliano y col., 2009;
Yang y col., 2008).

Los cuatro compuestos imidazo[1,2-a]piridinas 2- y 3- sustituidas.
APAP, aceite de cacahuate y tween 80 no mostraron resultados que indicaran
la presencia de colestasis.

El CCl4 al haber inducido un incremento estadisticamente significativo de
la actividad sérica de ALT y un aumento de 3.75 veces sobre el LSN de ALT,
demuestra el dafio hepatocelular producido al biotransformarse por el CYP2E1
y formarse el radical libre triclorometilo, que produce dano sobre la mitocondria
y necrosis en los hepatocitos (Kaslow, 2010). Ademas, el daio puede aumentar
debido a que el proceso de necrosis involucra la activacion de las células
Kupffer y la inflamacion, lo cual disminuye la probabilidad de que los
hepatocitos se regeneren (Grattagliano y col., 2009; Perez y Briz, 2009;
Ramadori y col., 2008; Yang y col., 2008). EI CCl4 al producir colestasis y dafio
hepatocelular, produce un dafio hepatico mixto (CIOMS, 1999; Pauli-Magnus y
Meier, 2006).

Los grupos tratados con los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-
carboxilato de etilo (1a) , el 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo
(1b), el imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2a) y el 3-nitroimidazo[1,2-
aJpiridina-2-carbonitrilo (2b), aceite de cacahuate, tween 80 y APAP no
presentaron elevaciones sobre la actividad sérica de ALT, lo que podria indicar
ausencia de dafio hepatocelular.
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Se evidencidé el mecanismo de toxicidad del CCls, ya que al
biotransformarse se producen radicales libres, lo cual fue demostrado por el
incremento de la formacidn de especies reactivas de oxigeno y la
lipoperoxidacion (Perez y Briz, 2009). Ademas, se ha observado que los acidos
biliares (AB) que se almacenan durante la colestasis, interrumpen Ila
fosforilacién oxidativa, estimulan la generacién de ERO y de lipoperoxidacion,
depletan las defensas antioxidantes, alteran el potencial de la membrana
mitocondrial, rompen la membrana externa, liberan citocromo c, dafian las
membranas celulares, disminuyen los niveles de ATP, alteran la regulacion
i6nica, incrementan el volumen mitocondrial y celular, lo que finalmente
produce necrosis hepatocelular. Ademas, los AB pueden activar a las células
Kupffer y exacerbar el dafio hepatico (Chiang, 2003; Cullen, 2005).

El APAP también produjo un aumento en la produccion de ERO y la
lipoperoxidacién, lo cual comprobd su mecanismo de toxicidad inherente a su
bioactivaciéon por el citocromo P450, que forma la N-acetil-benzoquinoneimina
(NAPQI), un metabolito electrofilico que se une covalentemente al glutation
(GSH) y al producir estrés oxidativo, lleva a los hepatocitos a la apoptosis y/o la
necrosis, en funciéon al tiempo de exposicibn y a la dosis administrada
(Grattagliano y cols., 2009). EI modelo de toxicidad con APAP de 1.0 g/kg no
fue el adecuado para producir un efecto hepatotdxico ni nefrotdxico, lo que
comprueba la teoria de que el destino celular esta en funcion de la dosis y el
periodo de exposicion de un compuesto, lo que a cantidades bajas o
moderadas puede haber la posibilidad de reparacion celular (Guengerich y
MacDonald, 2007)

Los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1a) , el 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1b), el imidazo[1,2-a]piridina-2-
carbonitrilo (2a), el 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2b), aceite de
cacahuate y tween 80 no produjeron incrementos significativos de la formacién
de ERO vy la lipoperoxidacion, lo cual indicé que dichos compuestos no afectan
las defensas antioxidantes, y por tanto, no producen estrés oxidativo en los
hepatocitos.

Al igual que en el riidn, se demostré que la nitrorreduccion de los
compuestos 1b y 2b fue poco probable en el higado, al no presentarse un

aumento de las especies reactivas de oxigeno, ni de la lipoperoxidacion. Esto
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es debido que la reduccién de compuestos aromaticos nitrados esta disminuida
en ambientes aerobios como el higado (Brown y Wilson, 2004; Clarke y col.,
1980; Clarke y col.,, 1982; Ehlhardt y col.,, 1987; Leitsch y col., 2009;
Olekhnovich y col., 2009; Parkinson, 2001; Trager, 2007; Wardman, 1985).
Ademas, uno de los ambientes propicios para la nitrorreduccion, es el intestino
donde la flavoenzima xantina oxidasa (una nitrorreductasa) se encuentra
expresada 100 veces mas que en el higado, ademas, la microflora intestinal
presente a este nivel crea un ambiente anaerobio y por tanto, es menos
probable la formacién de los intermediarios producidos durante la
netrorreduccion (EHC 229, 2003; EHC 230, 2003; Parkinson, 2001; Sackler,
1966; Smyth y Orsit, 1989).

Hasta el momento, se ha avanzado en los estudios de investigacion y
desarrollo de las nuevas entidades quimicas 1a, 1b, 2a y 2b con potencial de
ser farmacos antiparasitarios, de los cuales se sintetizaron y escalaron, se
evalud in vitro su actividad antiparasitaria contra cepas de Tricomonas vaginalis
GT; y Entamoeba histolytica HM1-IMSS farmacorresistentes al metronidazol,
se realizaron los estudios de la toxicidad aguda y parte de los de la toxicidad
subaguda. Por lo cual, aun deben realizarse muchos estudios para que dichas
moléculas continien a la fase clinica y quiza, logren formar parte de un
medicamento. No obstante, los resultados obtenidos han sido un logro
proveniente de un gran esfuerzo de todos los miembros que integran el cuerpo
de investigacion y la iniciativa de implementar este tipo de investigacion que es
casi ausente en el pais. Y ademas, existe la necesidad latente de encontrar
nuevas alternativas para tratar la amibiasis y la tricomoniasis y mas aun, en

paises en vias de desarrollo, como el nuestro.
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8.0. CONCLUSIONES

Se escalaron los procesos de obtencion de los cuatro compuestos
imidazo[1,2-a]piridinas 2- y 3- sustituidas con rendimientos de moderados a
buenos (36.4% -77.9%).

Los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1a) y 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1b) son practicamente no
toxicos.

Los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo  (2a) vy  3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2b) son ligeramente toxicos.

Los compuestos nitrados 1b y 2b son menos téxicos que sus respectivos
analogos 1ay 2a.

La sustitucion en el carbono 2 del anillo imidazo[1,2-a]piridina del carboetoxi
por el sustituyente carbonitrilo aumento la toxicidad.

El modelo de paracetamol a la dosis utilizada no produjo nefrotoxicidad, ni
hepatotoxicidad, en las condiciones experimentales de este estudio.

De los marcadores de dafio a nivel de tubulo proximal, sélo los compuestos
3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo e imidazo[1,2-a]piridina-2-
carbonitrilo disminuyeron el transporte activo de aniones organicos.

Los compuestos imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo y 3-
nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo tienen efecto sobre la
velocidad de filtracion glomerular.

Ninguno de los compuestos imidazo[1,2-a]piridina 2- y 3- sustituidas
presentaron dano sobre la funcién hepatica.

Ninguno de los compuestos imidazo[1,2-a]piridina 2- y 3- sustituidas
presentaron alteraciones sobre el balance hidrico y electrolitico.

El compuesto 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo es la molécula lider

de las cuatro nuevas especies quimicas estudiadas.
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Espectro No.1. Espectro de RMN *H de imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1a) en DMSOdS6, obtenido con una aparato de RMN de 300 MHz.
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Espectro No.2. Espectro de RMN **C de imidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1a) en DMSOd6, obtenido con una aparato de RMN de 300 MHz.
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Espectro No. 4. Espectro de RMN *H de 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1b) en DMSOd6 (expansion),
obtenido con un aparato de RMN de 300 MHz.
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Espectro No. 5. Espectro de RMN *3C de 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carboxilato de etilo (1b) en DMSOdS6, obtenido con un aparato de RMN de 300 MHz.
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Espectro No. 6. Espectro de RMN *H de imidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2a) en CDCls, obtenido con un aparato de RMN de 300 MHz.
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Espectro No. 8. Espectro de RMN *H de 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2b) en CDCls, obtenido con un aparato de RMN de 500 MHz.
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Espectro No. 9. Espectro de RMN **C de 3-nitroimidazo[1,2-a]piridina-2-carbonitrilo (2b) en CDCls, obtenido con un aparato de RMN de 500 MHz
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