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RESUMEN

En esta tesis se describe la sintesis de un compuesto filaricida, el 5-carboxi-
1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo (V), la determinacion de sus
propiedades fisicoquimicas de interés farmacéutico, asi como el diselo y la
sintesis de un profarmaco potencial del mismo, el 5-(4-nitrobencil-oxi-carbonil)-
1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo (VIl). El disefio del profdrmaco
considerd dos posibles formas de bioactivacion, para la liberacion del principio
activo (V). la primera seria por la accidn de las esterasas no especificas y la
segunda podria llevarse a cabo por la accidbn de nitro reductasas. Los
compuestos preparados (I-V y VIl) se identificaron por sus datos
espectroscdpicos de IR y RMN, los cuales fueron concordantes con las
estructuras esperadas y las propiedadeé fisicoquimicas fueron determinadas por
métodos espectrofotométricos.

ABSTRACT

In this thesis is described the synthesis of an antifilarial compound, methyl 5-
carboxy-1H-benzimidazole-2-carbamate  (V), the delermination of its
physicochemical properties of pharmaceutical interest, as well as the design and
synthesis of the potential prodrug methyl 5-(4-nitrobenzyloxycarbonyl)-1H-
benzimidazole-2-carbamate (VIl). The desing of this prodrug considered two
possible forms of bioactivation, for the drug liberation (V): the first would be by
the action of a non specific esterases and the second could take place by the
action of nitroreductases. The compounds synthesized (I-V and'VII) were
identified by IR and NMR spectroscopy and all structures are in agreement with
the spectroscopic data. The physicochemical properties were estimated by
spectrophotometric techniques.
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1. INTRODUCCION

De las seis enfermedades tropicales mas importantes que padece el mundo
entero (filariasis, schistosomiasis, malaria, leishmaniasis, Iripanosomiasis y
lepra) reconocidas por la Organizacidn Mundial de Ia Salud como Ias principales
causas de morbilidad y mortalidad ( y un pobre crecimiento socig-econdmico en
el tropico) la filariasis es sin duda alguna, el padecimiento més debilitante y
diseminado que aqueja al ser humano, enconlrandose que las enfermedades
provocadas por las filarias representan un gran problema de salud mundial que
afecta a mas de 250 millones de personas en el mundo.®

Entre las filarias que afectan seriamente al hombre se encuentran:
Onchocerca volvulus, Wuchereria hancrofti, Brugia malayi y Loa loa, las cuales
son responsables de una serie de padecimientos y manifestaciones clinicas
como son: prurito, endurecimiento y fibrosis nodulares en la piel, linfangitis,
linfadenitis, elefantiasis y ceguera, por o que las consecuencias de |a infeccidn
por cualquiera de eslos pardsilos pueden resultar fisica y economicamente
desvastadores.®

La filariasis es transmitida al hombre por una gran variedad de artropodos
hematéfagos, principalmente por mosquitos y moscas del género Simulium y
Chrysops, los cuales infroducen gran cantidad de larvas infectanles en la
circulacion sistémica mientras se alimentan de la sangre humana. El ciclo vital
de estos parasitos se lleva a cabo en dos huéspedes: en el hombre {huésped
definitivo) y en los artrépodos vectores (huéspedes intermedios).®

En el caso de las infecciones por Wuchereria bancrofti y Brugia malayi, éstas
se localizan principalmente en Asia, Africa y Sudamérica, Loa loa se distribuyé
a través de las zonas selvaticas del ceste y centro de Africa.!

Por lo que respecta a la oricocercosis, este es un padecimiento inicialmente
encontrado en Africa, de donde pas6 a otros paises, como México y Guatemala,
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entre olros, lograndose establecer endémicamente en algunas regiones cuyas
condiciones ecologicas y de sanidad asi lo favorecieron,

En la Republica Mexicana, los dos estados oncocercosos son: Oaxaca y
Chiapas, siendo las zonas mas endémicas la region Chamula, el Soconusco y la
sierra de Izti4n.!

tasta ahora, el tratamiento contra la filariasis ha sido dificil, ya que los
recursos farmacoldgicos con |os que se cuentan para combatir estas infecciones
son muy limitados y varios de los farmacos que han sido eficaces contra estos
nematodos, ocasionan serios efectos secundarios en el pacients tratado, por lo
que se ha oplado por desconlinuar su uso. Tal es el caso de los
organoantimoniales, los organoarsenicales y los organofosforados, que aunque
resultaron ser efectivos contra las microfilarias (fase larvaria) y algunas
macrofilarias (filarias adultas), sus efectos colaterales como, disturbios
gastrointestinales, fiebre, encefalopatias, erupciones en la piel y hepatoxicidad,
dieron lugar a su abandono como agentes filaricidas. Entre los farmacos
filaricidas que hasta la fecha se ulilizan, tenemos al suramin, la
dietilcarbamazina, la invermectina y los bencimidazoles-2 carbamatos de metilo®
(figura 1).

El primero de estos, aunque muestra actividad contra los nematodos hembra
de Onchocerca volvulus y en algunos casos ha mostrado actividad
macrofilaricida, sus efectos secundarios (fiebre, neuropatias, fotofobia entre
otras) y la necesidad de dosificarlo por via intravenosa bajo supervisién médica,
por largos periodos, ha limitado su uso en el presente.*® La distilcarbamazina se
convirtié, después de su descubrimiento en 1947, en uno de los farmacos de
uso comun para 8! tratamiento de las filariasis humanas debido a su actividad
principalmente microfilaricida (actividad letal sobre microfilarias), contra filariasis
linfaticas y la loasis. Sin embargo, produce irritacion intestinal, nausea, vémitd, y
8n el caso de ser utilizado para el tratamiento de la oncocercosis, ha dado lugar
a violentas *reacciones de Mazzolti"(reaccién alérgica intensa ocasionada por la
destruccién de las microfilarias al utilizar un agente microfilaricida) en las
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primeras horas después de su primera administracion.*® Por otro lado, la
ivermectina se ha convertido en el fArmaco de eleccién en las Ultimos tiempas,
es muy segura en el tratamiento de las filariasis linfaticas en humanos, y

u,c;ﬁ@)-wnu 50N
' é‘; O’Na
@ O,Na

principalmente en oncocercosis.”

a
Hdni

De donde:
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1.- Suramin 5
2.- lvermectina

3.- Distilcarbamazina
4.- Mebendazol
5.~ Flubendazo)

FIGURA (1) FARMACOS MAS UTILIZADOS EN EL TRATAMIENTQ DE LAS
FILARIASIS
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Esta lactona macrociclica se puede utilizar en tralamientos mds largos en
donde la "reaccién de Mazzotti" se presentara con menor intensidad; y es mas
segura y acliva que la dietilcarbamazina. Pero, aunque la lvermectina se ha
utilizado satisfacloriamente como farmaco microfilaricida, muy pocos férmacos
han mostrado una efectividad real contra los nematodos adultos (efecto
macrofifaricida). Es por esto, que la necesidad de encontrar nuevos farmacos
poco téxicos y con actividad macrofilaricida es de carécter urgente.®

Recientemente se enconird que nuevos compueslos del tipo bencimidazol-
2-cartbamato de metilo demostraron ser macrofilaricidas efectivos cuando se
administraron por via subcutanea en animales de laboratorio; tal es el caso del
5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo (V) y algunos 5-(alquil-oxi-
carbonil)-1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo.* Por lo que respecta al
primero, presenta el inconveniente de que cuando se administra por via oral, la
actividad filaricida es nula,* y en el caso de los segundos, sus estudios sobre
aclividad oral no se han reportado. Es por esto que resulta interesante, desde el
punto de visla quimico farmacéutico, solucionar el problema de la escasa
actividad oral que presenta el 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il carbamato de
metilo (V), con el proposito de incrementar su eficiencia®™ como farmaco
filaricida. |

Se sabe que la principal aclividad filaricida de esta clase de compuestos se
ve relacionada por su accion antimitética selectiva, ya que interfieren en la
embriogénesis de Onchocerca volvulus y ademds, probablemente no causarian
una ‘reaccion de Mazzolli" Inmediala. Estos compuestos se unen
prefereniemente a la tubulina del pardsito que a la de los mamiferos,
interfiriendo en la polimerizacion de los microtubulos durante la mitosis celular.
La especificidad de los bencimidazoles-2-carbamalos por fas diferentes filarias
depende de su union pseudo-irreversible, probablemente a un tipo particufar de
f tubulina,®®

~~~~~
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2, OBJETIVOS

Objetivos Generales:

1. Sintetizar el compuesto filaricida 5-carboxi-1H-bencimidazoi-2-il carbamato
de metile (V).

2. Obtener la sal sodica del compuesto anterior (V1), con el fin de determinar
sus propiedades fisicoquimicas de interés farmacéutico. _

3. Sintetizar un profarmaco del compuesto anterior, el 5-(4-nitrobencil-oxi-
carbonil)-1H-bencimidazol-2-ii carbamalo de metilo (Vil), con el fin de
modificar temporaimente su lipofilicidad de este principio activo tendientes a

convertirlo en un nuevo filaricida potencial.

Objetivos Particularas;

1. Sintetizar las materias primas precursoras del 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il
carbamato de metilo (V).

2. Estimar la pureza de las matlerias primas y los produclos finales por
cromatografia en capa fina y puntos de fusion.

3. Realizar la elucldacién estructural de los compuestos sintelizados por
métodos espectroscopicos de IR y de RMN.

4, Determinar los valores de pKa, coeficiente de particién octanol/agua y

obtener la curva de solubilidad del 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il carbamato

de metilo (V) vs pH.
5. Determinar el coeficiente de particién octanollagua y 1a solubilidad acuosa

del proférmaco (VH).
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3. GENERALIDADES

3.1-, LA FILARIASIS

La filariasis es una infeccion helmintica causada por una variedad de
nematodos delgados y filamentosos los cuales invaden la circulacién sistémica,
vasos linfaticos, nddulos linféticos, tejido conectivo y subcutdneo, cavidad
peritoneal y ofras partes del cuerpo humano y de animales vertebrados.**

Las ﬁlariaé (superfamilia Filaroidea) viven en su etapa aduita en los tejidos y
las cavidades del cuerpo de huéspedes vertebrados. Las hembras producen
huevos parcialmente embrionados, los cuales un poco antes o al momento de la
oviposicion contienen embriones que se esliran y se transforman en organismos
delicados con apariencia de serpientes, y son denominados microfilarias. Si la
membrana del huevo Se alarga para acomodarse al embrion estirado, se dice
que éste esta "envainado”; en el caso de que la cépsula se rompa y deje en
libertad a un embrién desnudo, se dice que-éste es del tipo "sin vaina”. Cuando
las microfilarias circulan en la sangre periférica 0 en los tejidos cutdneos, son
Ingeridas por artrépodos hemaldfagos. En los artrépodos infectados las
microfilarias abandonan el aparalo digestivo y se depositan en el hemocele,
para posteriormente sufrir metamorfosis, transformandose en larvas del primer
estadio y mas tarde en estadios larvarios mds avanzados. Las larvas maduras
migran del hemocele hasta el lablo, de donde escapan hacla ia piel del huésped
veriebrado cuando el artrépodo se alimenta de su sangre, dando lugar a la
incarporacion de las larvas infectantes en la circulacién sistémica y luego en los
tejidos, o que trae como consecuencia el desarrolio de la enfermedad.”
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3.1.1-. Descripcion de las especies mas patégenas en el ser humano.

» Onchocerca volvulus; La oncocercosis es una enfermedad que se observa

principaimente en Africa y en la parte central de América. Esta filariasis es
causada por un nematodo con cuerpo cilindrico, bianco opalescente muy
delgado; la hembra mide de 50 a 60 cm, el macho mide menos de 4 cm, la
fase primaria de desarrollo es la microfilaria, la cual se encuentra circulando
en los liquidos tisulares y en la sangre. El artrépodo transmisor pertenece al
género Simulium, el cual al picar y succionar sangre ingiere microfilarias y
una vez dentro de estos moscos, evolucionan convirtiéndose en larvas
infectantes las cuales migran hacia la cabeza, y una vez ahi, cuando el
mosco pica nuevamente, inocula la forma infectante, 1a cual se deposita en
el tejido celuiar subcutaneo en donde evoluciona a adultos.! _

El primer mecanismo de daflo de la oncocercosis, se debe a una
Inflamacién alrededor de los tejidos donde se encuentran los adultos dando
Jugar a un proceso fibrético a todo su alrededor, quedando aislados, a eslo se
denomina ongocercoma porque puede apreciarse como una nodulacién que
sobresale en la superficie de la piel; el dafio fundamental con algunas
situaciones dramalicas son producidas por las microfilarias, al migrar por todos
los tejidos, en donde producen una estimulaciéon del sistema de defensa con una
respuesta de lipo inflamatorio, ademas de que se pueden observar en el ojo
donde producen el dafio mas severo a nivel corneal denominado “queratitis
puntala”, en la que se opacifican zonas complelas de la cérnéa
obstaculizéndose el paso de la luz, quedando el individuo ciego. Clinicamente
se presentan cuadros como erisipela de la costa, mal morado, etapa de f_aclés
leonina y dafio ocular con ceguera. Existe un fenomeno alérgico en los
individuos con oncocercosis ocasionado por la destruccién de las microfilarias
cuando se utiliza un agente microfilaricida como Ja dietilcarbamazina, en donde
el paciente tratado puede presentar cefalea, edema de parpados y miembros,
asi como una erupcion pruriginosa que incluso puede obligar a la suspensién
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transitoria del tratamiento, pero puede controlarse con analgésicos (aspirina),

antihistaminicos o corticosleroides. Esta reaccién alérgica intensa recibe el

nombre de “reaccién _de Mazzotli’. El tratamiento tiene dos aspectos: uno

quirlrgico y uno quimioterapdutico. El quirdrgico consiste en quitar todos los

néddulos, ya que ahi es donde estan los adultos los cuales producen microfilarias

que se liberan a la circulacion sistémica. El tratamiento quimioterapéutico es a

base de microfilaricidas, como la dietilcarbamazine (a dosis bajas que se

incrementan poco a poco), la Ivermectina y el suremin,™?

Wuchereria_bancrofti. Este perasito es transmitido por diferentes mosquitos

entre los que figuran: Culex quinquefascians y Aedes polynesiens, el primero
es un mosquito de habitos noctumos domésticos y de predominio urbano, en
cambio e} segundo es diurno, silvestre y no doméstico. De las filerias
adultes, la hembra mide de 80 a 100 mm de longitud por 0.2 a 0.3 mm de
grosor, el macho es mucho menor y mide 40 mm por 0.1 mm. Los adultos se
localizan en los vasos linfaticos, con mayor frecuencia en las extremidedes
inferiores, a nivel inguinal, del epididimo y genitales externos femeninos. Le
presencia de los adultos en los vasos linfaticos ocasiona obstruccién que se
agrava con la respuesta inflamatoria intensa, de tipo granulomatoso; todo
esto genera linfangitis y cuando el fenomeno se repite en verias ocasiones,
eparecen éreas de fibrosis y finalmgnte obstruccion definitiva  del vaso
linfatico afectedo, dando lugar a un aumento de volumen, cambios en la piel
y endurecimiento del tejido celuler subcutdneo, padecimiento que se conoce
como elefantiasis, y afecta con mayor frecuencia las extremidades inferiores
y los genitéles, con lesiones deformantes que edemds del cambio estético
repercuten en su funcionalidad. El tratamiento se ha establecido a-base de
suramin y de dietilcarbamazina,*?

o Brugia_malayi. Esta fileriasis se encuentre en el subcontinente Asiatico, es

transmitido por mosquitos del género Anopheles y Mansonia, se produce un
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mayor nimero de casos en las areas rurales. Las filarias adultas miden 50
mm por 150 micras en el caso de las hembras y 15 a 20 mm por 60 a 80
micras los machos. Clinicamente la bruyiasis ocasiona un sindrome de
eosinofilia tropical, también aparecen datos de tipo alérgico como asma
bronquial y adenopatias inespecificas, que son ocasionados por
sensibilizacién en infecciones previas con migracion de filarias,
excepcionalmente se presenta lesidn en el linfdtico y con ello
linfoadenopatia, linfadenilis y elefantiasis. El tratamiento se basa tinicamente
en la administracién de dielilcarbamazina.*?

e Loaloa: La loasis o hinchazon de Calabar, se localiza en la parte central de
Africa y es transmitida por Chrysops, moscas que evitan a luz brillante y se
encuentran en dareas selvdlicas y pantanosas. Los adultos tienen una
longitud de 7 cms para la hembra y de 3 cms para el macho. Una vez
infectado, el hombre cursa un largo periodo de incubacion, en el que las
filarias viven en el tejido conectivo o en tejido celular subcutdneo y mucosas;
las manifestaciones clinicas se caracterizan por la aparicion de papulas en la
piel, edemas, zonas dolorosas, hiperémicas e hipertérmicas en la piel y los
clésicos edemas faciales y del cuero cabelludo, conocidos como edemas de
Calabar. El tratamienlo se basa en la administracién de suramin y de
dietilcarbamazina."?

3.1.2-, Mecanlsmo de accién y relacién estructura-actividad de los
bencimidazoles como compuestos antiparasitarios,

Los bencimidazoles se han caracterizado por ser alternativas
quimicterapéuticas para tratar las heimintiasis en general.® Aunque su accién
antiparasitaria puede ser asoclada por el - agotamiento del giucégeno y
reduccién en el transporte de glucosa, hay evidencias suficientes que indican
que el principal mecanismo de accién antiparasitaria radica en la interferencia
de la formacién de los microtibulos ya que alteran la estructura y velocidad de
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sintesis de la tubulina.® La tubulina es una proteina globular presente en el
citoesqueleto de todas las células vivientes, son importantes en la formacién de
los microtubulos, los cuales controlan varias funciones celulares como:
movimiento citoplasmélico, divisién celular y transporte exoplésmicb. Un
deterioro selectivo en la integridad microtubular causa varias anormalidades en
la funcién celular incluyendo la muerte del parasito, Algunos bencimidazoles -2-
carbamato, deben su accién antihelmintica a la unién selectiva con la tubulina
del pardsito interfiriendo en la polimerizacién de los microtubulos.®®

En lo que se refiere a la relacién estructura-actividad de los bencimidazoles,
existen 4 sitios susceptibles de modificacion de estos compuestos® (figura 2).
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FIGURA (2) SITIOS DE POSIBLES MODIFICACIONES MOLECULARES EN
LOS BENCIMIDAZOLES

A
N

*  Sitio A Estudios realizados en los cuales se llevaron a cabo modificaciones
sobre este grupo demostraron que la presencia de una funcién carbamato de
melilo en la posicion 2 es esencial para la actividad filaricida. Eslo se hace
evidente cuando se remplaza este grupo por otros como el acetilamino 6
grupos alcoxi-carbonil-tio, que dan como consecuencia la disminucién de la

 actividad filaricida.**

Sitio B: Cientificos de Ciba-Geigy encontraron-que es necesaria la presencia
de un anillo de cinco miembros fusionado al anillo de benceno para retener
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la actividad antihelmintica, esto lo comprobaron al sustituir el anillo imidazol
por otros grupos como N-carboximetoxiguanidina 6 N-butiltioamida teniendo
como resultado la retencion de la aclividad antiparasitaria, pero se dieron
cuenta, que la insercién de un heterodtomo como nitrégeno en al anillo de
benceno trae como consecuencia la perdida de la actividad filaricida.*®

Sitio C: Estudios realizados sobre este sitio indican que la introduccién de
varios sustituyentes en la posicién 5, no necesariamente incrementan el
potencial antihelmintico. Cuando el sustituyente aqui, es un grupo que evita
la inactivacién metabdlica, como la hidroxilacion enzimatica, el compuesto
presenta gran actividad antihelmintica. Se ha encontrado que la reduccion
completa del grupo celo en la posicién 5 (hasta metileno), disminuye la
actividad filaricida en estos compuestos y la reduccién a la funcién alcohol
no afecta significativamente su actividad.**"*

Sitio D: Estudios realizados por Janssen Farmacéutica establecieron que la
Insercion de grupos como alquil, cicloalquil, fenil, fenil sustituido o heteroaril
(piridil, tienil, furanil, elc.) en la posicion 5 de los bencimidazoles-2-
carbamatos a través de un puente carbonilo, generalmente retiene la
actividad antihelmintica, y que la sustitucion de un grupo alquilo por un
alcoxi en esta posicién, tiende a incrementar su actividad, ademas
descubrieron que la incorporacién de grupos que le confieren rigidez a este
sitio tienden a abatir la actividad filaricida. Esto indica que la actividad
antihelmintica requiere que el sustituyente unido en la posicién 5 a través de
un puente carbonilo tenga facilidad de rotacién, porque se creé que la
libetad de movimiento a través de esta posicion ayuda a la molécula a
asumir la conformacién méas favorable a medida que se aproxima al sitio

receptor.*®
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3.2-, LOS PROFARMACOS:

Un profarmaco es un derivado farmacalégicamente inactivo de un principio
activo que requiere de una transformacidn espontanea o enziimatica, dentro de!
organismo, para poder liberar al fdrmaco, y que sea aste Ultimo quien ejerza ia
accion terapéutica. Se han usado otras denominaciones para este mismo

concepto, como son: farmacos lantenciados, derivados bioreversibles, '™

congéneres y “caballos de troya moleculares”,"* aunque e! término profarmaco

es e) méas utilizado en la bibliograffa,"#°
Por la forma en como estan estructuralmente constituidos, tos proférmacos

se han dividido en derivados bioreversibles y biopracursores.®

Tabla 1. Diferencias entre un derivado bioreversible y un bloprecursor.

Caractetistica Derivado bioreversible Bioprecursor
Constitucion Principio activo + progrupo No tiene progrupo
Lipofilia Fueriemente modificada Ligéramente modificada
Bioactivacién | Hidrolitica, reductiva y oxidativa | Oxidativa o reductiva
Catélisis Quimica 6 enzimatica Solamente enzimatica
FARMACO
Liberar Generar

Derivado bioreversible Bioprecursor
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o Bioprecursores: Son aquellos compuestos que formalmente no presentan la
estructura del principio activo pero una vez dentro del organismo, lo generan

mediante reacciones de reduccién u oxidacion.

o Derivados bioreversibles: Son aquellos compuestos que presentan la
estructura del principio activo, al cual se |e he adicionado une porcion
estructural, denominada progrupo, que modificard temporaimente las
propiedades fisicoquimicas del farmaco. Este tipo de compuestos liberaran al
principio activo mediante reacciones de hidrdlisis, oxidaciones ©

reducciones.
3.2.1-, Estrategias en el disefio de profarmacos.

Ei disefioc de profarmacos estd ubicado en el &rea de invastigacion

relacionada con los procesos de optimizacién para la liberacion de farmacos.”’

Los criterios oprerativos que deben de tomarse en cuenta en la elaboracion
de profarmacos son:"’
a) ldentificar el problema de liberacion del farmaco
b) ldentificar fas propiedades fisicoquimicas requeridas para la eficiencia y
liberecién 6ptima del farmaco,
c) Planear las modificeciones estructurales dei farmaco que sean necesarias
para reducir o eliminar el efecto indeseable en particular. Ef cambio quimico
prapuasto modificara ias propledades fisicoquimicas del farmeco con o cual se
afectara su absorcion, distribucion y metabolismo enzimatico,
d) Ponderar las condiciones que son disponibles “in vivo" (enzimas, pH, etc.)
para generar o {iberar al fArmaco del profarmaco después de que este Gliimo ha
sido administrado. Esta bioconversion del profdrmaco se lleva a cabo mediante
la intervencion de enzimas hidroliticas, reductasas u oxidasas, o por reacciones

intramoleculares de ciclacion.
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e) Proponer estructuras de profidrmacos en los cuales se espere que el
compuesto disefado sera inactivo o menos activo bioldégicamante que el
farmaco de origen.

f) Seleccionar el o los derivados propuestos que tengan las propiedades fisicas
y quimicas adecuadas y que puedan ser polencialmente biotransformados en el
compartimento bioldgico deseado para llevar a cabo su sintesis quimica, la cual
es deseable que se lleve a cabo en pocos pasos.

¢ Derivados bioreversibles.

Para la elaboracion de los derivados bioreversibles se deben de tomar en
cuenta los siguientes lineamientos adicionales;'"
a) La unién entre el farmaco y el progrupo es generalmente un enlace
covalente.
b) La uinén entre el farmaco y el progrupo debe ser rota "in vivo".
c) La liberacién del farmaco debe ser cinélicamente rdpida para asegurar
niveles efectivos del principio activo en los sitios de accién, y/o minimizar el
metabolismo del profarmaco como tal, o la gradual inactivacion del farmaco
mismo,
d) Evitar el uso de progrupos que presenten alto riesgo de toxicidad para el
organismo expuesto.

¢ Bioprecursores.

Para la elaboracion de bioprecursores se tendra en cuenta, adicionalmente
alos lineamientos generales, lo siguiente:
a) La generacién del farmaco debe llevarse a cabo mediante una reaccién de
reducclén u oxidacion.

b) El bioprecursor disefiado debe presentar mejores caracteristicas de

solubilidad en agua y en disolventes organicos polares que el principio activo.
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c)-Debe existir en el bioprecursor algun grupo funcional susceptible a sufrir la
reaccion de reduccion u oxidacion de forma favorable en condiciones bioldgicas.

En el campo de la investigacion de los bencimidazoles antiparasitarios, se

ha utilizado el disefio de los profarmacos para lratar de incrementar la

solubilidad acuosa de estos principios activos. Los profarmacos reportados y

actualmente investigados en medicina veterinaria son":

|
?---NHCHzCHzCHzCH3

(()::)—Nﬂgocu3

Benomyl|
(derivado bioreversible)
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Metoxicarbonil fenbendazol
(derivado bloreversible)
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(bioprecursor)

NHCH,CH,SO/H
Netobimin
(bioprecursor)
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4, DESARRCLLO EXPERIMENTAL.

Para obtener los compuestos propuestos en esta tesis, se llevaron a cabo

varias reacciones que se describen a conlinuacion:

4.1. Sintesis del compuesto filaricida 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il
carbamato de metilo (V).

Con el fin de obtener el compuesto filaricida (V) se siguieron los pasos
mostrados en el esquema No. 1. La sintesis se llevo a cabo partiendo del 4cido
p-amino benzoico (PABA Sigma), como maleria prima.

COOH
---—>
NO2

CH,CONH CH,CONH
PABA 0 )
C
CooH
uo&
\©::>-wéocu <
DONDE: | (IV) e

A= CH Bogc» lcn,cocn,
B= HNO,IH so 0a10°C

Ca H,80,, 70°C, 6Hrs.
D= H, CIN al 8%

E= (CH sm’m,),so‘ + CICOOCH,, pH=T7 a 8, 92°C, 4Hrs,

ESQUEMA NO. 1.
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4.1.1. Preparacion del acido 4-acetamidobenzoico (1).

Se parti6 del &cido p-aminobenzoico (Sigma), el cual se hizd reaccionar con
anhfdrido acético (Mallinckrod!) en acetona anhidra (Merck) a temperatura
ambiente y bajo atmdsfera de nitrdgeno, produciendose el acido 4-
acetamidobenzoico (l) con un 84.2% de rendimiento. El producto presento un
punto de fusién de 260 °C (Lit." 259-262 °C).

4.1.2. Preparacion del acido 4-acetamido-3-nitrobenzoico (1).

Se hiz6 reaccionar el acido 4-acetamidobenzoico (l) con una mezdla
sulfonitrica compuesta de &cido nitrico y 4cido sulftrico concentrados, a una
temperatura de 3 a 10 °C bajo agitacion constante. Se produjé un sdlido amarillo
mostaza en un 60.55% de rendimiento, el cual correspondité al acido 4-
acetamido-3-nitrobenzaico (Il). El punto de fusién, para este compuesto fue de
214-218°C.

4.1.3. Preparacion del 4cido 4-amino-3-nitrobenzoico (1il).

Se procedio a hidrolizar el dcido 4-acetamido-3-nirtobenzoico (If) con acido
sulfirico concentrado a 70 °C y agitacion constante durante 6 hr. Se obtuvo un
polvo amarillo claro correspondiente al dcido 4-amino-3-nitrobenzoico (ili) con
un rendimiento del 89.51%, el cual presentd un punto de fusion de 237-240°C.

4.1.4. Preparacion del dcido 3 4-diaminobenzoico (IV).

Se sometieron a hidrogenacién catalltica el &cido 4-amino-3-nitrobenzoico
(i) con polvo de carbén aclivado-paladio al 5% en metanol anhidro y &cido
clorhidrico concentrado, en un frasco reactor el cual se colocd en un equipo
hidrogenador Parr y se llend 6 veces a 60 Ibs/plg? de presién con hidrégeno. Se
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obtuvo un polvo rosa fuerte que corresponde al clorhidrato del acido 3,4-diamino
benzoico (IV) con un rendimiento del 91.58%. La inestabilidad de esta sal
diaminada no permiti6 la determinacion de su punto de fusion ni de su R f.

4.1.5, Preparacion del 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo (V).

Una solucién acuosa de sulfato de 2-metil-2-tiopseudourea se hizd
reaccionar con cloroformiato de metilo bajo agitacién constante, manteniendo la
temperatura por debajo de los 15 °C y el pH entre 7-8 (adicionando NaOH al
25% a través de un embudo de adicidn) de donde se obtuvo un sélido blanco
esponjoso, el cual en la misma mezcla de reaccion, se hizo reaccionar con el
clorhidrato del acido 3,4-diaminobenzoico (IV) y agua. Luego, se llevo la mezcla
de reaccion a pH de 5 y se mantuvo a reflujo en bafio de aceite a 92 °C, bajo
agitacién constante y en atmésfera de nitrgeno durante 4 hrs. Se obtuvo un
polvo café-crema, que se agitd con metanol por una hora, obteniéndose
finaimente el 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo (V) con un
rendimiento del 85.1%, el cual presenté un punto de fusién de 305 °C.

4.2. Preparacion de la sal sadica del 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il
carbamato de metilo (Vi).

Con el fin de obtener la sal sadica de (V), se siguid el procedimiehto que se

wol

)@I}—mﬁocu, E"—'—E—"» m—«uﬁma,

v Vi) H

A= CH,COCH,/ CH,COOCH,CH,

muestra en el esquema No. 2.

ESQUEMA No. 2
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4.2,1. Preparacién de la sal sddica del 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il
carbamato de metilo (VI).

Se disolvio hidroxido de sodio en agua, y luego se adiciond el 5-carboxi-1H-
bencimidazol-2-i carbamato de metilo agitando la mezcla hasta que el polvo se
disolvio completamente. A dicha solucién se le adiciond una mezcla fria de
acetona y acetato de etilo, observéndose la formacién de una suspension, la
cual se agitd y se dejo reposar precipitdndose un polvo que posteriormente fué
separado por filtracion. Este sélido color beige claro, fue la sal sodica del 5-
carboxi-1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo (VI), el cual que presento un
rendimiento del 91.55%.

4.3. Sintesis del profarmaco 5-(4-nitrobencil-oxi-carbonil)-1H-bencimidazoi-
2-il carbamato de metilo (Vii).

Con el fin de obtener el profdrmaco (Vil), se sigud el procedimiento que se
muestra en e! esquema No. 3.

j o 0

: Hot N O A 0,3 NGO
\©:)~NHHOCH3 —p  CHS r>—m130cu3
‘ ) )

(V) H vi) H

A= CLORURO DE 4-NITROBENCILO: NO,
(CH,CH,) N/ DMSO

ESQUEMA No. 3

.....
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4.3.1. Preparacion del 5-(4-nitrobencil-oxi-carbonil)-1H-bencimidazol-2-il
carbamato de metilo (VII).

Se disolvio el 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo (V) en
DMSO caliente, y luego se le adicioné trietilamina anhidra, manteniendo la
mezcla a temperatura ambiente y bajo agitacién por 40 min. Posteriormente, se
le adiciond a dicha mezcla, el cloruro de 4-nitrobencilo e inmediatamente se
inici6 el calentamiento a 40 °C, manteniendo la mezcla de reaccién al resguardo
de la luz, bajo agitacién moderada y en almdsfera de nitrégeno durante 48 hr.
La suspension obtenida se precipitd con agua acidulada a pH=4. Se obtuvo un
sblido crema amarillento que se separ6 por filtracién y se lavé varias veces con
agua, y finalmente con buffer a pH=9. El polvo obtenido se purificé en acetona
caliente y se obtuvo el S5-(4-nilrobencil-oxi-carbonil)-1H-bencimldazol-2-il
carbamato de metilo (VIl) con un rendimiento del 44.40%, el cual fundié con
descomposicidn a 320 °C.

4.4. Determinacién de los valores de pKa del compuesto filaricida (V).

Se realizaron 20 diluciones de la sal sédica (VI) a una concentracidon de
20ug/ml c/u, a diferentes valores de pH utilizando diferentes buffers,' y con
fuerza ionica conslante, a las cuales se les determind su absorbancia a 306 nm
(longitud de onda de maxima diferencia entre pH &cido y alcalino), utilizandose
un blanco diferente para cada dilucion. Se elaboré una tabla y la gréfica de
absorbancia vs. pH con las que se determinaron los valores de pKa del
compuesto filaricida (V). Los resultados de estos estudios se reportan en la
Tabla 5.3 y en |a gréfica 5.4 de resultados.
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4.5, Determinacidn del coeficiente de particién octanol/agua del compuesto
filaricida (V).

A un embudo de separacion, con una solucion de sal sédica (V1) a una
concentracién de 10 ug/mi, y a otro con solucion buifer de fosfatos, se les
ailadieron 10 ml de octanol saturado con agua. Se agitaron ambos embudos por
5 min y se dejaron reposar. Las fases orgénicas se recolectaron en diferentes
malraces, y a las fases acuosas, se les aiadieron otros 10 mi de oclanol
saturado, y luego se agitaron ambos embudos por 5 min y se dejaron reposar.
Las fases organicas se juntaron con las anteriores y, a las fases acuosas se le
afnadieron otros 10 mi de octanol saturado repitiéndose el proceso anterior otras
6 veces realizandose un total de 8 extracclones. Posteriormente se determind la
absorbancia a 234 nm de la fase acuosa utilizdndose como blanco la solucidn
buffer de fosfalos. Mediante una curva patrén realizada -a diferentes
concentraciones de la sal sodica (VI), se obluvo la concentracion de la fase
acuosa con la cual se determint el coeficiente de particion octanol/agua para el
compuesto filaricida (V) a pH=7. La técnica anterior se realizé por duplicado. El
resultado de este estudio se reporta en la Tabla 5.8 de resultados,

4.6, Determinaclon de la curva de solubllidad acuosa del compuesto
filaricida (V) a diferentes vaiores de pH,

Se mantuvieron bajo agitacion, en un bario de agua a 37 °C por 24hr; 8
matraces que contenian 10 mg del compussto filaricida (V) con 7 ml de soluclon
buffer a diferentes valores de pH para cada matraz. Las soluciones saturadas
que se obluvieron, se diluyeron y posteriormente se les determind su
absorbancia a 234 nm (longitud de onda de méxima absorbancia), utilizandose
como blanco la solucién buffer que fué anadida a cada matraz. Mediante una
curva patrén de absorbancia vs. diferentes concentraciones de la sal (VI), se
determinaron los valores de solubilidad para cada velor de pH. Con los datos
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obtenidos se realizo la curva de solubilidad para el compuesto filaricida (V). Los
resultados de estos estudios se reportan en las Tablas 6.5, 5.6 y en la gréfica

6.7 de resultados.

4.7. Determinaclén del coeficiente de particién octanol/agua del

profarmaco (Vii).

A un embudo de separacién con una solucién del proférmaco (VIf) en
octanol, a una concentracién de 10 pg/mi, y a otro embudo con octanol, se les
adicionaron 10 ml de solucién buffer de fosfatos saturado, Se procedié a agitar
ambos embudos por § min, y se dejaron reposar. Las fases acuosas se vertieron
en malraces diferentes y a las fases orgénicas se les adicionaron otros 10 mi de
la soiucion de buffer de fosfatos saturado, y se procedidé a agitar ambos
embudos por 5 min, y se dejaron reposar. Las fases acuosas se juntaron con las
anleriores en sus respectivos malraces y a las fases orgédnicas se les
adicionaron ofros 10 ml de la solucién de buffer de fosfatos saturado, y se
realizd e} mismo procedimiento 8 veces mas, realizandose un total de 10
extracciones en ambos embudos. Posteriormente, se determind la absorbancia
a 234 nm de la fase orgénica, utilizdndose como blanco, la fase orgénica de
octanol. Mediante una curva patrdn realizada a diferentes concentraciones del
profarmaco (V1) en octanol, se obtuvo la concentracion de la fase organica con
la cual se determind el coeficlente de particién octanolfagua para el profarmaco
(VIl) a pH=7. La técnica anterior se realiz6 por diplicado, El resultado de este
estudio se reporta en la Tabla 5.9 de resultados.

4.8. Determinacién de la solubilidad acuosa del profarmaco (Vi}) a pH=2,
Se mantuvieron en agitacion en bafio de agua a 37 °C por 24 hr, 2 matraces
con 5 mg del proférmaco (Vil} en 7 ml de solucion de acido clorhidrico 0.01N. A

las soluciones saturadas obtenidas, se les determind su absorbancia a 234 nm,
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utilizdndose como blanco la sojucion de dcido clorhidrico 0.01N. Mediante una
curva palrén de absorbancia vs, diferentes concentraciones de (VII), se
determind la solubilidad acuosa del profarmaco (Vil) a pH=2. Ei resuitado de
este estudio se reporta en la Tabla 5.9 de resultados.
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5. RESULTADOS.

Los compuestos del | al V fueron sintetizados y se les determinaron sus
propiedades fisicas tales como R.f, punto de fusion, La elucidacién estructural
se logré por métodos espectroscopicos de IR y RMN de 80 6 300 MHz. Una vez
obtenido el compuesto V, se utilizd para la preparacion de VI, y con éste ultimo
se llevo a cabo la parte analitica que dié pie a la determinacion de los 2 valores
de pKa mas importantes, el coeficiente de particién octanol/agua y la obtencion
de la curva de solubilidad vs. pH para el compuesto filaricida V. Despusés, se
llevé a cabo la sintesis de ViI, su caracterizacion fisica junto con el Rf, y la
elucidacion estructural por métodos espectroscépicos de IR, RMN proténica de
300 MHz y EM por FAB'. Luego se realizé la parte analitica que di6 pie a la
determinacion del coeficiente de particion octanol/agua y Ia solubilidad acuosa
para este profarmaco. En la tabla 5.1 se presentan las propiedades fisicas y los
rendimientos obtenidos.

e 51, TABLA DE CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS

SINTETIZADOS:
NOMBRE DEL COMPUESTO PUNTO DE } RENDIMIENTO | R.f. PROPIEDADES FISICAS
FUSION SINTETICO
{’c)
Acido 4-Acstamidobenzaico {I) -268-260 84.2% 0.12" Polvo fino de color
blanco opaco, no
cristatino
Acido 4-acetamido-3-nitro 214-218 60.56% 0.66° | Agujas de color amarillo
benzoico {il) mostaza
Acido 4-amino-3-nitro 237-240 89.61% 0.32° Polvo fino de color
banzoico (jif) amariilo claro, no
cristalino
Acido 3,4-diamino benzoico (V) | ~ewomoree 91.68% -~ | Polvo cristalino de color
* * rosa fuerte
S-Carboxi-1H-bencimidazol-2-i 300-308 85.1% 0.26° Polvo fino, opaco de
carbamato de metilo (V) coior café-crama
(8-Carboxilato-tH-bencimidazoi- | ~——eevere 91.86% ——— Polvo de aspecto
24i carbamato de metilo) * * arcilioso de color belge-
sédico (Vi) ciaro
§(4-Nitro bencii-oxo-carbonil)- 320 44.40% 0.50° Polve fino de color
1H-bencimidazol-2-il carbamato crema figeramente
de metilo (Vi) amarifiento

a= aistema 1, b= Sistema 2, c= Sistema 3, d= Sistema 4,
*NOTA : Estos compuestos se abtuvieron en forma de sales por lo que no se la realizaron estas determinaclones.
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¢ 5.2, TABLA DE DATOS ESPECTROSCOPICOS DE LOS
COMPUESTOS SINTETIZADOS:

NOMBRE DEL. COMPUESTO

DATOS ESPECTROSCOPICOS

Acido 4-Acetamidobenzoico (1)

IR*: 3304 cm’ (NH), 3004-2370 cm’* {COOH),
1672 cm'* (C=0), RMN®: 7.7 ppm Protones
arométicos y 2,2 ppm (CH,CO),

Acido 4-acetamido-3-nitro benzoico (i)

IR*: 3326 cm™ (NH), 3200-2360 cm™
(COOH),1718 cm" (C=0), 1514 cm™. RMN"
7.8, 8.2, 8.3 ppm protones arométicos 5,6 y
2, 2,4 ppm (CH,CO), arriba de 13 ppm
{COOH),

Acido 4-amino-3-nitro
benzoico (ili)

JR*: 3480 y 3366 cmv'* (NH;), 2808-2538 cm™
{COOH), 1686 cm™ {C=0), 1252 cm™ (CO)
830 cm’ (NO2). RMN®: 8.5, 7.8, 7.1 ppm
protones aromaticos 2,6 y 5.

Acido 3,4-dlamino henzoico (IV)

iR*: 3426 y 3342 cm” (NH;), 2926 cm™
{COOH), 1688 cm™ (C=0), 1316 y 1278 cm™
{CO). RMN'": 6.8, 7.5, 7.7 ppin protones
arométicos G, 6 y 2, seiial ancha de 6,6- 8.3
rpm (NH;),

8-Carboxi-1H-bencimidazoi-2-il carbamato
de metifo (V)

IR": 3398 cm™ {NH}, 2958 cm™" {COOH), 1722
y 1648 cm™ (C=0 carboxilo y carbamato),
1266 cm™* (CO), 1378 (CHy). RMN": 8, 7.7,
7.45 ppm protones arométicos 4,6, 7y
3.784 ppm {CH,).

§4{4-Nitro bencil-oxo-carbonii)-14-
bencimidazol-2-il carbamato de metito {Vii)

IR*: 3382 cm™ (NH), 1708 y 1652 cm™ (C=0
carboxilato y carbamalo), 1272 y 1486 cm’’
{CO carhoxilato y carbamato), 862 cm’!
(NO;), 1378 (CH,). RMN"; 8.29- 7.47 ppm
protones arométicos, 5.49 ppm (CHy), 3.77
ppm (CH,). E.M (FAB): 79m/z pb, 523m/z
complejo [M-Matriz)’, 235m/z fragmento
compuesto 5, 154m/z lragmenio alcohol
nitrobencilico protonado,

*IR en pastilla de KBr RMN®: Proténica de 90 MHz RMN": Proténica de 300 MHz
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. 5.3. TABLA DE ABSORBANCIA VS. pH PARA LA
DETERMINACION DE LOS VALORES DE pKa DEL

COMPUESTO (V).
DI No. Absorbancia a pH
J06nm

1 0.037 1,31
2 0.042 1.8
3 0.083 2.82
4 0.101 .71
5 0.153 3.04
6 0.226 3.82
7 0.295 .97
8 0,303 4,65
9 0.317 5.08
10 0,318 8.52
14 0,319 - 873
12 0,323 7.51
13 0.345 8.41
14 0,363 8.86
18 0.433 $.11
16 0.447 $.38
17 1,215 14.42
18 1.410 11.83
19 1,413 12.18
20 1.429 12.70
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» 5.4. GRAFICA PARA ESTIMACION DE VALORES DE pKa PARA

EL COMPUESTO FILARICIDA (V).

ABSORBANCIA A 306 nm Vs. pH

(= o - -- -
- ®»  © (S F'S
1 | 1 1 | -

e
>
1

ABSORBANCIA 306nm

—~ pKA3

o 5.5. TABLA DE ABSORBANCIA A 234 nm VS. pH DEL
COMPUESTO FILARICIDA (V) PARA LA DETERMINACION DE
SOLUBILIDAD ACUOSA A DIFERENTES VALORES DE pH A

37°Cc
SolNo. | Absorbancia a 234 Factor de pH
nm dilucion

1 0.583 100 1
2 0.109 100 .08
3 0.098 100 .26
4 0.032 100 4.28
8 0.070 80 - 848
] 0.118 100 6.12
7 0.643 100 7.10
8 1.089 100 7.62
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o 5.6. TABLA DE SOLUBILIDAD DEL COMPUESTO FILARICIDA
(V) A DIFERENTES VALORES DE pH A 37°C.

Sol.No, Solubilidad en pg/mi pH
1 176 1
2 152.52 2.88
3 133.30 3.26
4 48,78 4,28
[ 49.43 8.46
6 166.25 8,12
7 885.84 7.10
8 1457.12 7.64

« 5.7. GRAFICA DE SOLUBILIDAD VS, pH PARA EL
COMPUESTO FILARICIDA (V).

GRAFICA DE SOLUBILIDAD VS. pH
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 5.8. TABLA DE PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
ENCONTRADAS AL COMPUESTO FILARICIDA (V).

PROPIEDAD FISICOQUIMICA VALOR ENCONTRADO
' pKa, 3.2
pKaz 4.5
pKa, 10.35
PUNTO ISOELECTRICO 4-4.5
COEFICIENTE DE PARTICION 0.05135
OCTANOL/AGUA A pH=T7.05*

* Valor promedio

¢ 5.9, TABLA DE PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
ENCONTRADAS AL PROFARMACO (VII).

PROPIEDAD FISICOQUIMICA VALOR ENCONTRADO
COEFICIENTE DE PARTICION 5.75
OCTANOL/AGUA ApH=6.7"
SOLUBILIDAD ACUOSA A pH= 2* 11.69 pg/ml

* Valor promedio
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

La parte sintética realizada en esta tesis muestra que los rendimientos de
los compuestos que fueron preparados se consideran aceptables salvo los
obtenidos para los compuestos Il y VIl los cuales resultaron ser bajos (60.55 y
44.40% respectivamente).

La sintesis del compuesto | no resulté problematica, ya que la reaccién entre
el 4cido p-aminobenzoico y el anhidrido acético es répida a temperatura
ambiente, pero es muy importante mantener condiciones anhidras durante el
curso de la reaccién. Por lo que respecla a la sintesis del compuesio Il apartir
de |, el éxilo de la nitracién depende de la pureza de los acidos nitrico y
sulftirico; el utilizar acido nitrico fumante en vez del grado reactivo, el control de
la temperatura y la proporcién de la mezcla sulfonitrica que en este caso fué de
1:1.33. Para esta sintesis, no se utilizé &cido nitrico fumante por lo que el
rendimiento fué bajo. Para nitrar el compuesto | en la posicion 3, fué necesario
mantener |la mezcla de reaccién entre 0-10°C, ya que asf se puede asegurar la
mononitracién en la posicion orto con respecto al grupo 4-acetamido (orto y para
director), evitdndose de esta manera la dinitracion. Para llevar a cabo la
hidrolisis del compuesto Il y obtener el Ill; fué necesario trabajar con é&cido
sulfdrico concentrado y calentamiento por 6 hrs, ya que asl se asegura la
hidrélisis completa del 4-acetamido. Después de ese tiempo, para precipitar la
mayor cantidad del compuesto Ill, fué necesario neutralizar |a solucién écida' de
hidrélisis con Na,CQ, hasta pH de 3.5 porque de. esta manera se mantiene
protonado el grupo carboxilo y mayoritariamente desprotonado el grupo amino, ,
obteniéndose la molécula en forma neutra e insoluble en agua. Para el lavado
del compuesto Il fue necesario realizarlo en una solucién - acuosa
medianamente &cida, de ahl que se utilizd 4cido clorhidrico al 20% en frio para
evitar que en el lavado se perdiera producto por disolucion.
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La obtencion del compuesto IV por medio de 1a hidrogenacion catalitica de
Ill, requirié de una manipulacién rapida y cuidadosa de la solucion metandlica
concentrada del compuesto IV que se obtiene después de hidrogenar, ya que
dicha solucién es muy susceptible de oxidarse y descomponerse a temperatura
ambiente, por lo que la filtracion y la concentracion en rotavapor para obiener el
polvo clorhidrato de IV, debe efectuarse lo mas rapido posibls.

El éxito de la ciclacion del compuesto IV para obtener V, requirio de un
control exacto del pH en 2 etapas. En la primera, al hacer reaccionar la solucion
acuosa de sulfato de 2-metil-2-tiopseudourea con cloroformiato de metilo se
crea un ambiente acido en la mezcla de reaccién, el cual es importante
neutralizar constantemente manteniendo el pH entre 7 y 8 ya que a ese pH se
favorece la formacion de un sdlido blanco esponjoso, el 2-metil-N-
metoxicarbonil-2-tiopseudourea el cual es el responsable de la formacién del
grupo carbamato de metilo en la posicion 2 del nlcleo bencimidazol. En la
segunda etapa, este precursor anterior debe de hacerse reaccionar
inmediatamente, con el compuesto IV pero ahora a pH de 5, con el fin de
mantener el grupo carboxilo protonado y las aminas de las posiciones 3 y 4
libres (en el compuesto V), las cuales soh las responsables del ataque
nucleofilico sobre el precursor de la primera etapa, que después conducira a la
formacion del anillo de imidazol en el compuesto V.

La obtencion de la sal sédica VI no resulto problemalica, pero para asegurar
el éxito completo en su obtencion, es necesario disolver un equivalente del
compuesto V con un equivalente de NaOH disuelto en la minima cantidad de
agua, a la cual se le debe de adicionar inmediantamente una solucion fria de
acetona-acelato de etilo (10:1) con el fin de asegurar un brusco descenso en la
polaridad de la solucién que conduzca a la precipitacion de la mayor cantidad
de la sal sddica VI.

La sintesis del profarmaco VIl represento la parte mas dificil de llevar a
cabo; porque el éxito de esta sintesis depende de mas variables como son: la
pureza del compuesto V y del cloruro de 4-nitrobencilo, el disolvente empleado,
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la temperalura, el resguardo de la luz y las condiciones experimentales de
trabajo (atmdsfera de nitrdgeno y condiciones anhidras). Entre las dificultades
de esta sintesis se tienen que: el compuesto V ya purificado, es soluble sélo en
muy pocos de los disolventes comunes entre los cuales figuran el DMSO. EI
cloruro de 4-nitrobencilo s muy inestable y se descompone en el alcohol 4-
nitrobencllico con la humedad y a temperatura ambiente. El rendimiento tan bajo
de esta reaccidn (44.40%) se pudd deber a que en las condiciones
experimentales se presentan reacciones compelitivas que traesn como
consecuencia la formacion de muchas impurezas junto con el producto principal;
ademas, en los procesos de purificacion se pierde también producto. Se eligid
llevar a cabo una reaccié¢n del tipo SN; con el fin de obtener el profarmaco VIl y
para esta reaccion se utilizd DMSO, el cual es un disolvente que por ser
aprdtico no solvata aniones. Se utilizd trietilamina la que se caracteriza por ser
una base poco nucledfilica, que al hacerse reaccionar primero con el compuesto
V disuelto en DMSO, genera “in situ” el anion carboxilato que actua como
nucledfilo al adicionarse el cloruro de 4-nitrobencilo dando lugar a la formacion
del grupo funcional ésler por medio de una reaccion de SN, . Para llevar a cabo
asta reaccidon fué muy importante trabajar en condiciones anhidras, al resguardo
de la luz y a temperatura no mayor a 40°C con el fin de evitar en lo méas posible,
a las reacciones competitivas,

En lo que respecta a la determinacion de los valores de pKa del compuesto
V, el método utilizado mostréd la presencia de 4 valores de pKa, de los cuales
sélo dos de ellos, por ser los involucrados en el comportamiento zwitterion,
fueron preferencialmente considerados y delerminados (graficamente en papel
milimétrico) con mayor exactitud. Cabe sefalar que la determinacién de valores
de pKa se realiza en forma mucho més exacta por el método potenciométrico,
pero para nuestros fines la exactitud (por su rango de error) del mélodo
espectrofotométrico es suficiente.

Al realizar la curva de solubilidad a diferentes valores de pH del compuesto

V, se obtuvo informacién que fue muy Util en este trabajo ya que con este
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experimento se pudo observar y comprobar por vez primera que esta molécula
se comporta como zwitterion al observarse un minimo de solubilidad a un valor
de pH, que se presentd graficamente. Cabe sefalar que la solubilidad acuosa
del compuesto V no es lo suficiente para llevar a cabo las diluciones de la parte
anélitica en forma practica, por lo que se tuvo que realizar la preparacién de la
sal sodica VI con la cual se realizaron todas las determinaciomes
espectrofotométricas del compuesto V.

El valor tan bajo del coeficiente de particion octanol/agua del compuesto
filaricida V, hacen suponer que lo que se disuelve de éste en un medio acuoso a
pH=7, se encuentra en mayor parte ionizado en forma de su base conjugada
{como lon carboxilato), 10 que ocasiona que su afinidad por alguna fase lipidica
sea baja.

La determinacion del coeficiente de particion octanoliagua y la solubilidad
acuosa del profdrmaco VIl hacen suponer que lo poco que se disuelve en
solucién acuosa, ya no se encuentra mayoritariamente en forma ionizada por lo
que su afinidad por la fase lipidica resultara ser mayor al compararse con el
compuesto filaricida V, lo cual se deduce por su incremeto en su coeficiente de
particién. Ei hecho de haber realizado la solucion del profarmaco VIl en octanai,
para después extraeria con la solucién de buffer de fosfalos en la determinacién
de su coeficiente de parlicién, y el haber realizado una solucién- acuosa en
cosolvencia con DMSO para determinar su solubilidad acuosa a pH=2, se debi6
a la dificuitad de obtener una sal soluble en agua del proférmacb Vil

Toda la parte analitica se llevo a cabo por métodos espectrofotométricos los
cuales proporcionaron datos confiables.
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7. CONCLUSIONES.

Con base en los datos espectroscopicos de IR y RMN obtenidos,
caraclerizacion fisica, cromatograffa en capa fina y puntos de fusion; {anto de
los precursoras LIl y Il {IV sélo se identifico por datos espectroscopicos) como
de los compuestos V y Vil, se puede decir que se cumpli6 con la sintesis y la
purificacion del compuesto filaricida 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-if carbamato
de metilo (V) y de su proférmaco potencial, el 5-(4-nitrabencil-oxi-carbonil)-1H-
hencimidazol-2-ii carbamato de metilo (Vil), al cual se le determind su
coeficiente de particion y su solubilidad acuosa. Se abtuvo Ia sal sodica del 5-
carboxi-1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo (VI) con la cual se
determinaron los valores de pKa, coeficiente de particion y se obtuvo la curva
de solubilidad acuosa vs pH, cumpliendose asi, con la determinacién de las
propiedades fisicoquimicas del compuesto fitaricida (V).

Basandonos en un estudio anterior,* en donde se evalué la actividad, por via
subcutanea, del 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo (V) y
analogos esterificados, contra la filaria Brugia pahangi se logré establecer que
la parcidn estructural responsable de la actividad fue el compuesto (V), aunque
por via oral fue practicamente inactivo. Con este antecedente y tomando en
cuenta la naturaleza estruclural de (V), podria pensarse que la nula actividad
oral de este campuesto, se debe a la presencia del grupo carboxilo y grupos
aminos (aniflo imidazol), los cuales darian a la molécula un comportamiento de
zwitterion con punto isoeléclrico de 4 a 4.5, por lo que no tendria buenas
perspectivas de absorcién, cuando el compuesto (V) se administre por via oral.
Por ofro lado, el grupo carboxilo podria provocar una alta solubilidad acuosa del
compuesto (V), con lo cual sus propiedades lipofiticas quedarian practicamente
nulificadas y en consecuencia la molécula no podria transportarse a través de

tas membranas bioldgicas.
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En base a este problema, fue asi como se propuso el disefio y la sintesis dal

compuesto proférmaco (Vil) el cual presenta las siguientes ventajas:

1. Es un profarmaco que preserva en su estructura molecular al principio activo
(derivado bioreversible).

2. Se esterificé el grupo 5-carboxi, suprimiendo asi el comporiamiento de
zwitterion, obteniendose un profarmaco potencial con caracter de base débil
que al presentar un coeficlente de particién mayor, lo hace potencialmente
més absorbible.

3. Basandonos en un estudio histoquimico realizado en la Universidad del
Colegio de Medicina de Arabia Saudita, en el que se demostrd que las
filarias presentan a nivel de musculo somatico una variedad de enzimas,
entre las que destacan las "esterasas no especificas’, y ofras enzimas
diversas;*’ se propone que una vez que e! profarmaco alcance la circulacién
sistémica y entre en conlacto con las filarias, éste presentara dos formas de
bioactivacién: la primera serfa por medio de la hidrélisis del enlace éster
catalizada por una “esterasa no especifica” y la segunda podria ser por una
bioreduccién de! grupo nitro catalizada por alguna reductasa, que originando
un movimiento electrdnico molécular escinda al enlace éster, ocasjonando
en ambos casos, la liberacién del principio activo el cué! ya puede ejercer su
efecto filaricida dentro del parasito. | |
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En base en las propiedades fisicoquimicas determinadas al profarmaco (Vii),
el Unico inconveniente que presenta es su solubilidad acuosa, porque aunque
se gand en el incremento del coeficiente de particion, ia solubilidad acuosa se
abalié con respecto al compuesto (V).

Por uitimo informo que el profarmaco (Vil) se encuenira en nuestro
laboratorio a disposicion para efectuarse con él, las pruebas bioldgicas
perlinentes para demostrar su comporiamiento bioreversibie, el cual sera objeto

de otro trabajo posterior.
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8. PARTE EXPERIMENTAL.

8.1. Instrumentacién,

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotémetro
Perkin Elmer con transformada de Furier Modelo FT-IR-1600 en pastilla de
bromuro de potasio, las sefiales se danen cm™,

Los especlros de resonancia magnética proténica (RMN) se determinaron
en un equipo Varian EM-390 usando dimetilsulféxido o cloroformo deuterados
como disolventes y tetrametil silano (TMS) como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos se dan en ppm (5).

E! espectro de masas FAB' se delerminé en un equipo Jeol JMS-SX 102A,
utilizéndose como matriz el alcohol m-nitrobencilico, -los picos se reportan en
m/z.

Las propiedades fisicoquimicas de los compuestos fueron delerminadas en
un especlrofotématro Beckman DU-68 UV/VIS utilizandose celdas de cuarzo de
un centimetro de paso de luz.

Las mediciones de pH se realizaron con un potenciémetro portatil Orion
modelo 290 A utilizéndose electrédo con membrana porosa de vidrio.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Buchi Mod. 530
ulilizdndose capilares de vidrio. o

Para concentrar se empled un evaporador rotatorio marca Buchi RE 111,
con vacio generado por una bomba Felisa Mod. 1600 ajustada a 55cm deHgy
condensador de hielo seco.

Para realizar la hidrogenacién catalitica se ulilizé un hidrogenador marca
Parr Mod. 391EG con 60 Ib/plg’, utilizando hidrégeno de tanque de la marca .
INFRA 'y como catalizador carbén con paladio al 5% de Aldrich.
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8.2 Cromatografia en capa fina.

Para la cromalografia en capa fina se utilizaron placas de vidrio recubiertas con
gel de silice GF,s {Merck) y placas de plastico recubiertas de gel de silice con
indicador fluorescente (Kodak). Los compuestos orgénicos se revelaron con luz
UV 'y por exposicioén a vapores de yoda.

8.3. Composicién de los sistemas de elucidn utilizados.

SISTEMA COMPOSICION PROPORCION
1 CLOROFORMO-METANOL 90:10
2 CLOROFORMO-METANOL 80:20
3 CLOROFORMO-METANOL 95:5
4 CLOROFORMO-METANOL 98:2

8.4. Acido 4-acetamidobenzoico (I).

En un matraz de bola de un litro de capacidad, se depositaron 50 g (0.365
moles) de acido 4-aminobenzoica y 500 mi de acetona anhidra, El matraz se
fapd con trampa anhidra y por medio de agitacién magnética se disolvié
complelamente el polvo. Enseguida se adicionaron 70m! (0.735 moles) de
anhidrido acético y se maniuvo la agilacion a velocidad media, con {rampa
anhidra y temperatura ambiente durante 3 horas. Posteriormente, la mezcla de
reaccion se verlié en un vaso de precipitados con hislo picado y se agité
vigorosaments, se precipi!d un sélido blanco el cual se separd por fiitracién al
vaclo en buchner, lavd con agua fria hasta pH neutro y secd a lemperatura
ambiente. Se obtuvieron 55 g de un poivo blanco que corresponds al dcido 4-
acelamidobenzoico, con un rendimiento del 84.2%. E! producto crudo se
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recristalizd de acelato de eliio, fillrd y dejo secar. Se delerming el punto de
fusién del producto, siendo este de 260 °C (Lit" 259-262 °C) y un R.f.=0.123 en
el sistema 1. .

El espectro (No. 1) de IR (KBr) muestra bandas a 3304 cm™ (NH), 3004-2370
cm” (COOH), 1672cm™ (C=0). E! espectro (No. 2) de RMN praténica de 90
MHZ muestra sefiales a 7.7 ppm para los protones aromaticos, 2.2 para los
protonies (CH,CO) y 9.7 para el protén (COOH).

8.5. Acido 4-acetamido-3-nitrobenzoico (li).

En un matraz de bola con 2 bocas de 500 ml de capacidad, se depositaron
67 mi (1.085 moles) de &cido nitrico concentrado. En una boca se colocd el
termémetro asegurandolo con un séptum y en fa otra boca se colocd un embudo
de adicién con 80 m! (1.44 moles) de &cido sulfirico concentrado. Ef matraz se
colocd en un baio de hielo, bajo agitacién mecédnica a velocidad media.
Cuando la temperatura descendié a 3 °C se adicionaron gota a gota 10 ml de
dcido sulfirico frio con agitacién constante, cuidando que la temperatura no
subiera mas alld de 10°C, el procedimiento se repitié 7 veces mds, adicionando
un total de 80 ml de acido sulfirico frio. En seguida, se adicionaron 30 g (0.167
moles) del dcido 4-acetamidobenzoico manteniendo el matraz bajo agitacién
constante en bario de hielo, y posteriormente a temperatura ambiente durante 8
horas.

Después de ese tiempo, la mezcla de reaccidn se vertid en un vaso de
precipitados que tenfa hielo picado, bajo agitacion mecanica vigorosa. El
precipitado obtenido se separ6 por filtracion at vacio lavando con agua fria hasta
un pH neutro. Se seco al aire, obteniéndose 22.65 g de un polvo amarillo
mostaza que corresponde al acido 4-acetamido-3-nifrobenzoico, con un
rendimiento. del 60.55%. El producto crudo se purificd por recristalizacién de
metanol-agua 1:1 dando unas agujas amarillas a fas cuales se les determiné el
punto de fusién de 214-218 °C y un R.f.=0.56 en el sistema 2.
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El espectro (No. 3) de IR (KBr) muestra bandas a 3326 cm™ (NH), 3200-2350
cm™ (COOH),1718 ecm” (C=0 de COOH) y 856 cm™ (NQ,). El espectro (No. 4)
de RMN proténica de 90 MHZ muestra sefiales de 2.1 ppm (CH,CO), 7.8, 8.2 y
8.33 para los protones aromaticos 5,6 y 2 respectivamente y arriba de 13 ppm
para (COOH).

8.6, Acido 4-amino-3-nitrobenzoico (lIl).

En un vaso de precipitados de 400 mi de capacidad se depositaron 20 g
{0.089 moles) del acido 4-acetamido-3-nitrobenzoico con 50 ml (0.9 moles) de
&cido sulfdrico concentrado. Se coloco el vaso en una parrilla eléctrica con
agilacion mecanica a velocidad media y se mantuvd la mezcla de reaccion a
70°C durante 6 horas. Después de ese tiempo, se suspendié el calentamiento y
dejé agitandose hasla que alcanzé la temperatura ambiente. Luego, a dicha
mezcla de reaccion se le vertid poco a poco hielo picado. Después, se le
adicioné carbonalo de sodio hasta oblerer un pH=3.5, medide con
polenciémetro, ohservandose una suspension en la mezcla de reaccidn, la cual ’
se dej6 precipilar y luego se filtrd al vacio, lavando el polvo retenido varias
veces con acido clorhidrico al 20% frio, dejando secar el polvo al aire en vacio.
Se obluvieron 14.5 g de un polvo amarillo claro en forma de granulado due
corresponde al &cide 4-amino-3-nitrobenzoico, con un rendimiento del 89.51%,
el cual presentd un punto de fusion de 237 °C-240 °C con un R.f.= 0.322 en el
sistema 3.

El espectro (No. 5) de IR (KBr) muestra bandas de 3480 y 3366 cm’ (NH,),
2808-2538cm™* (COOH), 1686cm” (C=0), 830 cm™ (NO,). El espectro (No. 6)
de RMN protdnica de 90 MHZ muestra senales a 7.1 ppm para el protén
aromético 5, 7.8 ppm para protén aromatico 6, 8.5 ppm para el protdn aromatico
2.
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8.7. Acido 3,4 diaminobenzoico (IV).

En un vaso de precipitados de 600 ml, se depositaron 6 g (0.033 moles) del
4cido 4-amino, 3-nitrobenzoico y luego se adicionaron 350 ml de metanol
anhidro. El vaso se calentd en parrilla eléctrica con agitacion constante hasta
que el palvo se logré disolver. Después, la solucién metandlica homogénea se
vertié sobre un frasco reactor, se le adicionaron 0.6 g de carbén aclivado con
paladio al 5% y 4 ml (0.048 moles) de &cido clorhidrico concentrado. El frasco
reactor se tapo, se sell6 y se coloco en el aparato hidrogenador “PARR". Luego
se llend a 60 Ibs de presion con hidrégeno y se encendio el agitador del
aparato, el cual lo mantuvo agitando hasta que la presion interna del frasco
reactor descendid hasta 15 |bs de presion de hidrogeno. Se apagé el agitador y
se valvid a llenar el frasco reactor hasta 60 Ibs de presién con hidrégeno y se
procedié a encender el agitador, manteniendo la agitacion del frasco reactor
hasta que nuevamente la presion interna descendié hasta 15 lbs Se apagé el
agitador y se volvid a llenar el frasco reaclor hasta 60 lbs de presion con
hidrdgeno y se continud la agilacién nuevamente, realizando la misma
operacion ya descrita 4 veces mas hasla que después de 30 minutos de
agitacion, ya no hubo consumo de hidrogeno. Se succioné con vacio todo el
hidrégeno no reaccionante del frasco reactor y se reliro del aparato
hidrogenador. La solucién del frasco reactor inmediatamente se filtro al vacio
para eliminar e} carbén. Se obtuvieron 350 ml de una solucién rosa fuerte, la
cual inmediatamente se vertié sobre un matraz de bola de 500 ml y evaporé a
sequedad con el aparato de rotavapor. Se raspo el polvo del malraz 'y se pesg;
obteniéndose 6.8 g de un polvo cristalino color rosa fuerte, que corresponde'al

clorhidrato del acido 3,4-diamino benzoico; con un rendimiento del 91.58%,e!

cual se almacend en atmésfera inerte de N, debido a que éste polvo se oxida

muy répido.
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No se le determiné punto de fusién ni R.f., por ser una sal inestable al
medio ambiente, realizando sdlo su caracterizacién espectroscopia de IR y
RMN.

El espectro (No. 7) de IR (KBr) muestra bandas de 3426 y 3342 cm™ (NH,),
2926 cm* (COOH), 1688 cm* (C=0), 1316y 1278 cm™ (CO). El espectro (No. 8)
de RMN protonica de 90 MHZ muestra sefales de 6.8, 7.5 y 7.7 ppm que
corresponden a los protones aromaticos 5, 6 y 2 respeclivamente, y de 6.6 a 8.3
ppm corresponde banda ancha de (NH,).

8.8 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo (V).

En un vaso de precipitados de 100ml se disolvieron 22.72 g (0.0816
moles) de sulfalo de 2-metil-2-liopseudourea con 30 ml de agua. Una vez

disueltos, se verti6 la solucion a un matraz de 3 bocas de 250 mi y se mantuvo

en agitacion magnética, enfriando el matraz en bafio de hielo y sal, hasla que la
lemperalura de la solucion descendi® menos de 10 °C. Posteriorments,. se
adicionaron 12.4 mi (0.159 moles) de cloroformiato de metilo y con ayuda de un
potencidmelro, controlando la temperatura, se adiciond gota a gota NaOH al
25% através de un embudo de adicion, para mantener la mezcla de reaccién
entre un pH de 7 a 8 sin que la temperalura rebasara tos 15 °C. La
neutralizacion se logré después de 4 horas, cuando se obtuvo un sélido blanco
esponjoso. Después, el matraz se retird del bafio de hielo y se colocd en un
bafio de aceite sobre una parrilla eléctrica, y se adiconaron 18 g (0.08 moles) de
la sal clorhidrato del 4cido 3,4-diaminobenzoico con 100 ml de agua fria, se
llevé la mezcla de reaccion a un pH=5 con HCI diluido y se llevo a refiujo a 92°C
con agitacion magnética durante 4 horas, con atmosfera de nitrégeno. 'Después
de ese tiempo, se dejo enfriar la mezcla de reaccion a terhpefatdra ambiente,
se le adicionaron 150 ml de agua fria, y el contenido del matraz se filtrd al vacio
y lavo varias veces con aguafriay dejé secar el polvo al vacio con aire. El-polvo
obtenido se depositd en un matraz de bola de 250 ml y se agitdé con 100 ml de
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metanol por una hora. Luego se filtrd el contenido del matraz al vacio y se dejé
sacar al aire.

Se obtuvieron 16 g de un polvo fino de color café-crema claro que
corresponde al 5-carboxi-1H-Bencimidazol-2-il carbamato de metilo, con un
rendimiento del 85.1%, un punto de fusion de 305 °C y un R.f.=0.26 en el
sistema 4.

El espectro (No. 9) de IR (KBr) muestra bandas de 3398 cm™ (NH), 2958
cm! (COOH), dos bandas juntas a 1722 y 1648 cm (C=0 del carboxilo y
carbamato), 1266 cm” (CO), 1378 em™ (CH,). El espectro (No. 10) de RMN
protdnica de 300 MHZ musstra sefiales de 3.784 ppm (CH,), sefales de los
protones aromaticos: 7.45, 7.7 y 8.05 ppm protones arométicos 7, 6 y 4
respectivamente.

8.9 Sal sédica del 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo (VI).

En un vaso de precipitados de 150 ml se depositaron 0.34 g (0.0085 moles)
de NaOH en escamas y se adicionaron 5 mi de agua destilada agitando la
mezcla hasta que la sosa se disolvio completamente, con ayuda de
calentamiento ligero en parrilla eléctrica. Después se adicionaron 2 g (0.0085
moles) del 5-carboxi-1H-Bencimidazol-2-il carbamato de .metilo agitando
rapidamente, |a mezcla, con varilla de vidrio y calentamiento suave, hasta QUe
se logro disolver completamente el polvo en la solucidn de sosa. Luego, se dejo
enfriar la solucién a temperatura ambiente, y después, con agitacion rapida, se
vertieron 50 ml de acetona fria y 5 ml de acetato de etilo frio observéndose la
formacion de una suspension, la cual se filtré al vacio, lavando el polvo retenido
con acetona fria varias veces, Se dej6 secar el polvo en vacio al aire,
obteniéndose 2 g de un polvo arcilloso de color beige claro, el cual resulté ser
soluble en agua e insoluble en disolventes organicos, registrandose un
rendimiento del 91.56% de la sal sédir;a del 5-carboxi-1H-Bencimidazol-2-il

carbamato de matilo.
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8.10. 5-(4-nitrobencil-oxi-carbonil)-1H-bencimidazol-2-il carbamato de
metilo (VHi).

En un matraz de bola de 100 ml se depositaron 500 mg (0.0021 moles) del
5-carboxi-1H-Bencimidazol-2-il carbamato ds metilo (purificado con DMSQ), el
malraz se colocd en una canastilla de calentamienlo y se le adicionaron 4 ml de
DMSO anhidro. Se coloct fa trampa anhidra y, con agilacién magnética y
calentamiento suave se disolvié completamente el poivo. Después, se
suspendio el calentamiento y se dejo que la mezcla alcanzara la temperatura
ambiente. Luego, con agitacion a velocidad media se adicionaron 0.3 ml (0.0021
moles) de trietilamina anhidra y se dejo la mezcla agitdndose por 40 minutos a
temperatura ambiente con lrampa anhidra. Después de ese tiempo, se
adicionaron 365 mg (0.0021 moles) de cloruro de 4-nitrobencilo (purificado en
etanol y cuyos espectros de IR No. 14 y RMN protdnica de 90 MHz No. 15 se
muestran en la parte de especlros), e inmediatamenle se inicié el calentamiento
a 40 °C, con agitacion moderada, cubriendo el matraz con papel aluminio y _
manteniendo la mezcla en almosfera de nitrégeno, durante 48 horas. Una vez
transcurrido ese liempo, se apaga [a agitacion y el calentamiento, observéndoée
en el matraz una suspension, la cual se vertié en un vaso de precipitados con
100 ml de agua acidificada a pH=4. Se procedié a agitar manualmente la
suspension y luego se dejé precipitar la mezcla. El precipitado obtenido se filtro
al vacio y el solido retenido se lavd varias veces con agua, El polvo se
resuspendié en solucién de buffer de boralos pH=9, y se filtré de nuevo al vacio,
dejando secar el polvo al aire. Después, se resuspendié e! polvo en acetona
caliente manteniendolo en agitacion por 10 minutos e inmediatamente se filtr6 al
vacio y se dejd secar el poivo aire y iuego en desecador.

Se obtuvieron 345 mg de un polvo fino de color crema-amarillento que
corresponde al 5-(4-nitrobencil-oxi-carbonil)-1-H bencimidazol-2-il carbaméto de
metilo, con un rendimiento del 44.40% de rendimiento, que funde con
descomposicién a 320 °C y que presentd un R.f.=0.5 en el sistema 2.
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El espectro (No. 11) de IR (KBr) muestra bandas a 3382 cm” (NH), 1708 y
1652 cm™ (C=0 carboxilato y carbamato), 1272 y 1186 cm” (C-0), 852 cm!
(NO,), 1378 cm't (CH,). El espectro (No. 12) de RMN proténica de 300 MHZ
muestra sefiales a 3.77 ppm (CH,), 5.49 ppm (CH,) y de 7.47 a 8.29 ppm que
corresponde a todos los protones aromaticos. El espectro (No. 13) de masas
FAB® (alcoho! m-nitrabencilico) musstra un pico base de 79 miz, complejo [M-
Matriz)*=523 miz, pico de 235 m/z que corresponde al fragmento del compuesto
5 y un pico de 154 m/z que corresponde al alcohol nitrabencilico protonado.

8.11. Técnica para determinar los valores de pKa del 5-carboxi-1H-
bencimidazol-2-1l carbamato de metilo (V).

A) Determinacion de la longitud de onda de méxima diferencia de absorbancia

entre pH écido y alcalino del compuesto (V).

Se realizaron dos barridos en ullravioleta-visible de A= 200 hasta 400 rim a
2 soluciones de la sal sodica (Vi) a una concentracion de 20 pg/ml c/u, pero a
diferentes valores de pH, ya que se llevaron a volumen las dos diluciones en
HCI 0.01N, NaOH 0.01N, y uno de 2=220 hasta 320 nm a una solucién de la sal
sodica (V) a una concentracion de 15 pg/m! en solucién neutra (agua
destilada). Del analisis de los 3 espectros (ver apéndice) se dedujo que la
longitud de onda de maxima diferencia entre pH &cido y alcalino es de 306 nm

para el compuesto filaricida (V).
B) Tecnica experimental seguida para la determinacién de los valores de pKa.

Se realizaron las siguientes 20 diluciones a concentracion y fuerza ionica
constante de 20 pg/ml (con KC! 2M) cada una y se determinaron sus
absorbancias a una longitud de onda de 306 nm en el especrtofotémetro
BECKMAN DU-68, ulilizandose un blanco diferenle para cada dilucion, los
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cuales se prepararon adicionando las mismas soluciones para cada dilucion
excepto la solucion stock la cual fue reemplazada por 5 ml de agua destilada.
Finalmente se midié su pH exacto de cada dilucién con potenciémetro. E!
procediemiento seguido para realizar las diluciones es el siguiente:

-Dilucién No.1 ;. 5 ml de solucién stock + 20 mi de HCI 0.1N + 25 m! de KCI 2My
se llevd a 50 ml con agua destilada.

-Dilucién No.2: 5 ml de solucién stock + 5 mi de HCI 0.1N + 25 mi de KCI 2M y
se Hevo a 50 mi con agua destilada

~Dilucién No,3: 5 ml de solucion stock + 1 mide HCI0.1N + 25 mi de KCI 2M y
se |levo a 50 ml con agua destilada

-Dilucion No.4: 5 ml de solucién stock + 5 mi de buffer pH=3 + 25 ml de KCI 2M
y se llevé a 50ml con agua destilada.

-Dilucién No.5: 5 ml de solucién stack + 5 m! de buffer a pH=3.5 + 25 m! de KClI
2My sellevé a 50 mi cbn agua destilada.

-Dilucién No.6 . 5 ml de solucidn stock + 5 ml de buffer a pH=4 + 25 m! de KClI
2M Yy se llevé a 50 mi con agua destilada,

~Dilucién No.7: 5 ml de solucién stack + 5 mi de buffer a pH=4.5 + 25 ml-de KCI
2My se llevé a 50 ml con agua destilada

-Dilucion No.8 : 5 ml de solucion stock + 5 mi de buffer a pH=5 + 25 m! de KCl
2My se llevo a 50 mi con agua destilada ‘
-Dilucion No.9: 5 ml de solucién stock + 5 m! de buffer a pH=5.6 + 25 m! de KCI
2My se llevé a 50 ml con agua destilada.

-Dilucién No.10 : 5 mi de solucién stock + 5 ml de buffer a pH=6 + 25 ml de KCI
2My se lievo a 50 ml con agua destilada,

-Dilucién No.11 : 5 ml de solucién stock + 5 ml de buffer a pH=7 + 25 ml.de KCI
2My se llevé a 50 mi con agua destilada. 4
-Dilucién No.12: 5 ml de solucién stock + 5 ml de buffer a pH=8 + 25 mi| de KCI
2My se llevé a 50 ml con agua destilada

-Dilucién No.13: 5 ml de solucién stock + 5 mi de buffer a pH=8.6 + 25 ml de
KCI 2M y se llevé a 50 ml con agua destilada '
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-Dilucion No.14: 5 ml de solucion stock + 5 ml de buffer a pH=8.8 + 25 ml de
KCI2M y se llevo a 50 ml con agua destilada.
-Dilucidn No.15: 5 m! de solucion stock + 1 ml de NaOH 0.1N + 25 ml de KCi
2My se llevo a 50 ml con agua destilada.
-Dilucién No.16 : 5 ml de solucion stock + 5 ml de buffer a pH=9 + 25 ml de KC!
2My se llevé a 50 ml con agua destilada.
-Dilucién No.17 : 5 ml de solucién stock + 2 mi de NaOH 0.1N + 25 ml de KClI
2My se llevé a 50 mi con agua destilada
-Dilucién No.18 : 5 ml de solucion stock + 5 mt de NaOH 0.1N + 25 mi de KCI
2My se llevé a 50 mi con agua destilada
-Dilucién No.19 : 5 ml de solucion stock + 5 mi de NaOH 0.2N + 25 mi de KCI
2My se llevé a 50 mi con agua destilada.
-Dilucién No.20: 5 ml de solucién stock + 10 ml de NaOH 0.2N + 25 ml de KCi
2My se llevo a 50 mi con agua destilada.

La solucién stock se prepard disolviendo 20 mg de la sal sodica (V1) en un
matraz volumélrico de 100 m! y se llevé a volumen con agua destilada.

Las soluciones buffer pH=3, 3.5, 4, 4.5 se prepararon utilizando &cido

citrico™, el buffer de pH=9 fué de boratos y el resto de ellos son de la marca

comercial PARSTAINS preparados segun indica el fabricante.

8.12. Técnica seguida para obtener la curva de solubilidad det 5-carboxi-
1H-bencimidazol-2-it carbamato de metilo (V) a diferentes valores de pH.

A) Determinacion de fa longitud de onda de méxima absorcién en solucion
acuosa,

Se realiz6 el barrido en ultravioleta-visible de A= 210 hasta 320 nm en un

asprecirofotémetro, a una solucién acuosa de la sal sédica (Vi) de 30 ug/ml. Del

analisis del espectro oblenido, se dedujo que la longitud de onda de méxima
absorcion para el compuesto filaricida (V) resulto ser de 234 nm (ver apéndice).
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B) Elaboracion de la curva patron de la sal sodica (Vi) en agua destilada.

Se efabord una curva patrén con la sal sdédica (V1), realizando 6 diluciones
a diferentes concentraciones de este compuesto, llevando a volumen final
con agua deslilida, y luego se determiné su absorbancia a 234 nm (longitud
de onda de maxima absorcién) en el espectrofotémetro BECKMAN DU-68

obteniéndose los siguientes datos:

TABLA DE CURVA PATRON DE LA SAL SODICA (Vi).

ABSORBANCIA A 234 nm CONCENTRACION EN pg/mi
0.0750 1
0.1420 2
0.2880 4
0.4330 6
0.5750 8
0.7320 10

Las diferentes concentraciones se prepararon a partir de una solucién stock de 50 pg/mi
de la cual se tomaron alicuotas diferentes y se llevaban a volimen con agua destilada en
matraces volumétricos de 50 mi (ver grafica en apéndice).

C) Procediemiento experimental

Se realizaron 8 experimentos en matraces erlenmeyer de 10 mi, en fos
cuales, a cada uno se le pusieron 10 mg del compuesto (V) con 7 mi de solucién
- de buffer a diferentes valores de pH, se sellaron perfectamente y se
mantuvieron en agitacion magnética a 37 °C en un baiio de agua bien tapado
durante 24 horas. Después de ese tiempo, cada matraz se filtrd por separado, al
vacio de tal forma que se obluvieron soluciones cristalinas y saturadas. De cada
matraz se tomé una alicuota de 1mi y se lievd a volumen con agua destilada, en
matraces volumétricos de 50 mi 6 de 100 m! y posteriorments, se le determinG
su absorbancia a 234 nm a cada solucion en el espectrofotémetro BECKMAN
DU-68, con un blanco diferente para cada muestra, las cuales tenian sofucién
buffer utitizada en cada experimento. Finaimente se determind el pH4 éxacto de

cada solucién con potenciémetro.
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8.13. Técnica seguida para la doterminacién del coeficiente de particién
octanol/agua del 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-il carbamato de metilo (V).

A} Elaboracion de la curva palrén de la sal sddica (VI) en buffer de fosfalos,
pH=7.

Se elabord la curva palrdn siguiendo la misma metodologia de la técnica de
curva de solubilidad, pero ahora se llevé a volimen final con solucién de buffer
de fosfatos, 0.2M, pH=7.05, utilizandose esta misma solucion buffer como
blanco y se obtuvieron los siguientes datos:

TABLA DE CURVA PATRON DE LA SAL SODICA (V1)

ABSORBANCIA A 234 nm CONCENTRACION EN pgimi
0.0680 1
0.1360 2
0.2770 3
0.4340 5
0.5690 8
0.7140 10

Las diferentes concentraciones se prepararon a partir de una solucion stock de 50 pg/ml
de la cual se tomaron allcuotas diferentes y se llevaban a volimen con buffer de fosfatos,
pH=7 en matraces volumétricos de 50 m} (ver grifica en apéndice).




PARTE EXPERIMENTAL

B) Procedimiento experimental.

1-. Saluracidn del octanol empleado como disolvente de extraccion:

En un embudo de separacion de 250 ml con 20 m! de octanol, se
adicionaron 20 m! de buffer de fosfatos, pH=7, y la mezcla se agitd por 5
minutos, se dejo reposar para que se separaran las fases. La fase acuosa se
vertid en olro embudo de separacién y la fase organica se guardd en un matraz
de 125 ml. A la fase acuosa se le afiadieron otros 20 ml de octanol y la mezcla
se agitd por 5 minutos y se dej6 reposar para que se separaran las fases. La
fase acuosa se vacid en otro embudo de separacion y la fase organica se juntd
con la anterior. A la fase acuosa se le anadieron otros 20 ml de octanol y se
repitié el mismo procedimiento 7 veces mas con el fin de reunir 180 ml de
octanol saturado.

2-, Procedimiento de extraccidn:

Se vertieron 50 ml de una solucion acuosa de la sal sodica (VI) en buffer de
fosfatos 0.2 M, pH=7, a una concentracién de 10 ug/ml en un embudo de
separacion de 250 ml. En otro embudo de separacion igual se vertieron 50 ml de
solucién buffer de fosfatos 0.2 M, pH=7, y a ambos embudos se les adicionaron
10 ml de octanol saturado, y luego se procedié a agitar los embudos durante §
minutos y se dejeron reposar pera que las fases se separaran. Las fases
acuosas se vaciaron en otros 2 embudos de separacion y las feses organicas se
colectaron en diferentes matraces de 125 ml. A las fases acuosas se les
adicionaron otros 10 ml de octanol seturado, y luego se procedi6é a agitarlos
nuevamente durante § minutos y se dejaron reposar para que se se‘pararan las
fases. Las fases acuosas se vacieron en olros 2 embudos de separacioén y las
fases orgénicas se juntaron con las anteriores en sus respectivos matraces (con
el fin de medir el volumen final). A las fases acuosas se les efiadieron otros 10
ml de octanol salurado y se repili® el mismo procedimiento 6 veces mads
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realizandose un lotal de 8 exiracciones con octanol de cada fase acuosa. La
técnica anterior se volvio a repetir en forma idéntica, de tal forma que se trabajo
por duplicado.

Se determing la absorbancia a 234 nm de la fase acuosa de la solucién de
(V1), utilizéndose como blanco 1a fase acuosa de buffer de fosfatos.

En base a la curva patron del compuesto (V1), se obtuvo la concentracion
promedio (apartir del promedio de las absorbancias) de la fase acuosa fa cual
fué de 9.2507 ug/ml y midiendo el volumen recolectado de la fase organica de
extraccion (utilizada para extraer la fase acuosa de la solucién problema) se

determing la concentracion de la fase orgénica, segtin los siguientes céiculos:

1-. Absorbancia a 234 nm del la fase acuosa = 0.657
2.- Absorbancia a 234 nm de la fases acuosa = 0,663
Absorbancia promedio = 0,660

Condiciones anteriores a) Condiciones posteriores al
proceso de extraccion: proceso de extraccién:
Ci= 10 pgfml Vi= 50 m! Ma= ( 9.2407 ug/mi) (50 mi)= 462.035,ig
Mi= { 10ug/mt) (50 mt)= 500pg Mo= 500ug - 462.035pg = 37.965)g

Volumen de la fase organica = 80 mi
Ca=9.2407pg/m! = Curva patrén

Co= 37.965ug/ 80 m! = 0.4745 ug/mi

Realizando la razon Co/Ca: 0.4745 pgimi/ 8.2407ug/m) = 0.05135.

Es entonces,_0.05135 es el coeficiente de particion octanollagua a pH=7

del compuesto filaricida (V).
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De donde:

Ci= Concentracion inicial del la solucién del compuesto Vi.

Vi= Volumen de la solucién inicial del compuesto VI.

Mi= Masa inicial de compuaesto VI.

Ma= Cantidad del compuesto VI retenido en la fase acuosa.

Mo= Canlidad del compuesto VI retenido en la fase orgénica.

Ca= Concentracidn de la fase acuosa después del proceso de exiraccion,
Co= Concentracidn de la fase organica despues del procesa de extraccion.

8.14. Técnica seguida para la determinacion del coeficiente de particién
octanol/agua del 5-(4-nitrobencil-oxi-carbonil)-1H-bencimidazoi-2-il
carbamato de metilo (VIi).

A) Determinacién de la longitud de onda de maxima absorcidn

Se realizo el barrido en ultravioleta-visible de A= 200 hasta 400 nm en un
esprectrofoldmetro, a una solucién del profarmaco (VIi) en octanol de 10 pg/ml.
Del andlisis del espsctro obtenido, se dedujo que la longitud de onda de maxima
absorcién para el compuesto profairmaco (VII) resultd ser de 234 nm (ver
apéndice).

B) Elaboracidn de la curva patrén del profarmaco (V) en octanol.

Se elaboré una curva patrén con el profarmaco (Vi) realizando 7 diluciones

a diferentes concentraciones de este compussto, llevando a volumen final
con oclanol, y luego se determind su absorbancia a 234 nm (longitud de
onda de maxima absorcién) en el espectrofotémetro BECKMAN DU-68,
utilizdndose un blanco de octanol y asi se obtuvieron los siguientes datos:
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PARTE EXPERIMENTAL

TABLA DE CURVA PATRON DEL COMPUESTO (Vii).

ABSORBANCIA A 234 nm CONCENTRACION EN jig/mi
0.186 2
0.354 4
0.567 6
0.805 8
1,011 10
1.210 12

Las diferentes concentraciones se prepararon a partir de una solucidn stock de 100 pg/ml
en octanol, de la cual se tomaron alicuotas diferentes y se llevaron a volimen con octanol
en matraces volumétricos de 50 mi (ver grifica en apéndice).

B) Procedimiento experimental,

1-, Saturacion del buffer de fosfatos 0.1M, pH=7, empleado como disolvente de
extraccion.

A un embuda de separacién de 250 ml con 40 ml de actanol se le afiadieran
40 ml de buffer de fosfatas 0.2 M, pH=7, se procedié a agitar por 5 minutes, y se
dejo reposar para que se separaran las fases. La fase acuosa se vacié en un
malraz de 500 ml y al embudo con la fase orgénica se le adicionaron otros 40 ml
de la misma solucién buffer y se pracedié a agitar nuevamente por 5 minutos, y
se dejd repasar para que se separaran las fases. La fase acuosa se juntd en el
mismo matraz donde se habfa vaciado la anterior, y al embudo con la fase
orgénica se le afadieron otros 40 mi de la misma solucién buffer, repitiéndose el
mismo procedimiento 4 veces mas con e} fin de reunir 240 m! de solucién de

buffer saturada con actanol,

2.- Procedimiento de extraccion.
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A un embudo de separacion de 250 ml con 50 ml de una solucién del
profarmaco (VIl) en octanol a una concentracion de 10 ug/ml y a otro embudo de
separacion igual con 50 ml de octanol, se les adicionaron a ambos 10 m} de
solucion buffer de fosfates 0.2 M, pH=7 y posteriormente se agitaron durante 5
minutos, dejandolos reposar para que se separaran las fases. Las fases
acuosas se vaciaron en diferentes matraces de 125 mly a los embudos con las
fases organicas se les anadieron otros 10 m! de la solucidn buffer anterior,
posteriormente se agitaron durante 5 minutos, y se dejaron reposar para que las
fases se separaran. Las fases acuosas se juntaron con las anteriores en sus
respectivos matraces (con e! fin de medir el volumen final) y a los embudos con
las fases organicas se les anadieron otros 10 ml de solucién buffer anterior,
repitiéndose el procedimiento anterior 8 veces mas con el fin de haber realizado
10 extracciones totales con 10 mi de solucion buffer de fosfatos a cada embudo
de separacion. La técnica anterior se volvié a repelir en forma idéntica, de tal
forma que se trabajo por duplicado.

Se determind la absorbancia a 234 nm (longitud de onda de maxima
absorcion en octanol para el profarmaco Vi) de la solucién de octano! del
profarmaco, utilizdndose como blanco, los otros 50 ml de octanol del otro
embudo.

En base a la curva patron del compuesto (V!l), se obtuvo !a concentracion
promedio (apartir del promedio de las absorbancias) de la fase orgénica la cual
fué de 7.42 pg/m! y midiendo el volumen recolectado de la fase -acuosa de
extraccion (utifizada para extraer la fase organica de la solucién problema) se
determind la concentracion de la fase acuosa, segun los siguientes célculos:

1.- Absorbancia a 234 nm del la fase organica = 0.730
2-, Absorbancia a 234 nm de ia fase organica = 0.738
Absorbancia promedio = 0,734
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Condiciones anteriores al Condiciones posteriores al
proceso de extraccion: proceso de extraccion:
Ci= 10 ug/ml Vi= 50 ml Mo= (7.42 pg/ml) (50 ml)= 371 pg
Mi=( 10ug/ml) (50 ml)= 500 pg Ma= 500ug - 371 ng = 129 ug

Volumen de la fase acuosa= 100 ml

Co= 7.42 ug/ml => Curva patrén
Ca=1291g/ 100 ml = 1.29;g

Realizando la razén Co/Ca : 7.42 ug/ml /1.29 pg/ml = 6,75
Es entonces, _5.75 es el coeficiente de particién octanol/agua a pH=6.75
del compuesto profarmaco (Vil).

De donde:

Ci= Concentracién inicial del la solucidn de octanol del profdrmace Vii.

Vi= Volumen de la solucidn de octanol inicial del profdrmaco VIi.

Mi= Masa iniclal del profdrmaco VIl

Ma= Cantidad de profdrmaco retenido en la fase acuosa.

Mo= Cantidad de profdrmaco retenido en la fase organica.

Ca= Concentraci6n de la fase acuosa después del proceso de extraccién.
Co= Concentracidn de la fase orgénica despues del proceso de extraccién.

8.15. Técnlca seguida para la determinacién de la solubiiidad acuosa a
pH= 2 del 5§4{4-nitrobencil-oxi-carbonil)-1H-bencimidazol-2-il carbamato de
metilo (Vii).

A) Determinacion de la longitud de onda de méxima absorcién del profarmaco
(VIil) en solucion acuosa (cosolvencia con DMSO).

Se realiz6 el barrido en ultravioleta-visible de A= 200 hasta 400 nm en un

esprectrofotdmetro, a una soluciéon acuosa (cosolvencia con DMSO) del
profarmaco (VII) de 10 pg/ml. Del andlisis del espectro obtenido, se dedujo que
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PARTE EXPERIMENTAL

ia longilud de onda de maxima absorcién para el compuesto profarmaco (Vii)
resultd ser de 234 nm (ver apéndice).

B) Etaboracion de la curva patrén del profdrmaco (Vi) en solucién acuosa
(cosolvencia con DMSO).

Se elaboré una curva patrén con el profarmaco (VIl) realizando 7
diluclones a diferentes concentracionss de este compuesto, llevando a
volumen final con solucién acuosa pH=2, y luege se determind su
absorbancia a 234 nm (longitud de onda de maxima absorcién) en el
espectrofotémetro BECKMAN DU-68, utilizdndose como blanco la solucién
acuosa a pH=2, obtenléndose os sigulentes datos:

TABLA DE CURVA PATRON DEL PROFARMACO (Vii),

ABSORBANCIA A 234 nm CONCENTRACION EN pg/mi
0.046 1
0.107 2
0.212 4
0.271 5
0.328 6
0.422 8
0.544 10

Las diferentes concentraciones se prepararon a partir de una solucion stock de S0 pg/ml
en solucién acuosa, pH=2 (cosolvencia con DMSO), de la cual se tomaron alicuotas
diferentes y se llevaron a volimen con solucién acuosa pH=2 en matraces volumétricos de
50 ml (ver grafica en apéndice).
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C) Procedimiento experimental.

En dos matraces erlernmeyer de 10 ml con 5 mg del proférmaco (VII), se les
adicionaron 7 ml de d4cido clorhidrico 0.01N, y se mantuvieran en agitacion en
bario de agua a 37°C durante 24 hr. Luego, el conlenido de los matraces fueron
filtrados a través de un vidrio poroso (Pyrex 36060), las saluciones saturadas
que se obtuvieron se les determind su absorbancia a 234 nm utilizéndose como
blanco la solucién de acido clorhidrico 0.01N. El pH final de ambas soluciones
se midié con potenciémetro resultando ser en promedio de 2.08. El valor de las
absorbancias se muesira a continuacion:

Absorbancia a 234 nm del matraz No.1= 0.646
Absorbancia a 234nm del matraz No.2= 0.620
Absorbancia promedio= 0.633

Por medio de la curva palrén, se delerminé la solubilidad acuosa del
proférmaco (VHI) a pH=2, que resulté ser de 11.69 ug.
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APENDICE

1.- Barrido espectrofotométrico UV/Vis. de 400-200 nm del
compuesto filaricida (V) a pH=2 a una concentracién de 20pug/mi
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2.- Barrido espectrofotométrico UViVis. de 320-210 nm del

compuesto filaricida (V) a pH=7 a una concentracion de 15ug/mi ‘
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APENDICE

3.- Barrido espectrofotométrico UV/Vis, de 400-200 nm del
compuesto filariclda (V) a pH=11 a una concentracién de 20pg/mi
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APENDICE

4.- Barrido espectrofotométrico UV/Vis. de 320-210 nm del
compuesto filaricida (V) en solucién acuosa a concentracién de
30ug/ml. (se observa longitud de onda de maxima absorcién).
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APENDICE

5.- Barrido espectrofotométrico UV/Vis. de 400-200 nm del
compuesto profarmaco (Vi) en octanol a una concentracion de
10ug/ml. (se observa longitud de onda de méaxima ahbsorcion).
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APENDICE

6.- Barrido espectrofotométrico UV/Vis. de 400-200 nm del
compuesto profarmaco (VIl) en solucién acuosa (cosolvencia
con DMSO) a una concentracion de 10ug/ml. (se observa longitud
de onda de méxima absorcion).
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APENDICE

ABSORBANCIA A 234 nm

ABSORBANCIA A 234 nm
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7.-CURVA PATRON PARA SOLUBILIDAD A
DIFERENTES VALORES DE pH DE (V).
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8.- CURVA PATRON PARA COEFICIENTE

- DE PARTICION DE (V)
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APENDICE

ABSORBANCIA A 234 nm

ABSORBANCIA A 234 nm
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9.- CURVA PATRON EN OCTANOL, PARA
- COEFICIENTE DE PARTICION DE (Vii).
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CONCENTRACION EN pg/mti
10.- CURVAPATRON PARA SOLUBILIDAD
_ (COSOLVENCIA DMSO) A pH=2 DE (VHi).
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