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Resumen

En esta tesis se describe el disefo y sintesis de cuatro profdrmacas potenciales
del albendazol {antihelmintico), con el propdsito obtener productos con menor
punto de fusidn que este principio activo, al modificar su estructura, mediante
lo adicidn de porciones estructurales llamadas progrupos. El disefio de estos
profdrmacos, considerd la liberacion del albendazol, mediante la accién de
esterasas no especificas. Asimismo, se presentan los resultados de citotoxicidad
frente al crustdceo Arfemia salina que presentaron los compuestos obtenidos.
Los profdrmacos preparados, se identificaron por sus puntos de fusion, Rf, y
fueron caracterizados esiruciuralmenie, mediante sus datos especiroscdpicos
de 1R, masas y RMN protdnica.

Abstract

In this thesis is described the design and synthesis of four prodrugs of
albendazoles {antihelminih), for to oblain products with low melting point, by
addifion progrups. The design of these prodrugs considered the liberation of
aibendazole by lhe action of a non specific esterases.

Also, in Ihis work is presented the resulls about citotoxicily on Artemia salina of
these compaunds. The prodrugs, were identified by melling point. Rf. and all
structures were caracterized by IR, masas and NMR spectroscopy.



1. INTRODUCCION.

Las enfermedades parasitarias en nuestro pais son un problema de salud
publica, ya que la incidencia de eslas sigue siendo alla. Esto se debe a diversos
faclores como son, la falla de educacion higiénica de la pablacion,
condiciones climatologicas, geogrdficas, hdbitos alimenticios y condiciones
econdmicas. Desafortunadamente, la poblacidn de mas bajos recursos
econdmicos es la mas afectada; lanto en el medio rural como en el

urbano, 514

Debido a esio, los esluerzos por enconfrar tralamientos eficaces y accesibles
econdmicamente, confinuan. Esto sobre todo para aquellas parasitosis en
donde los tratamientos no han sido bien establecidos debido a la escasez de
herramienlas terapéuticas; lal es el caso de algunas parasitosis causadas por

helmintos, 4

Denlro de las helmintiasis, podemos contar las de tipo intestinal y las de tipo
extrainteslinal; entendiendo por las primeras, aquellas causadas por helmintos
capaces de desarrollarse, establecerce y causar daiio a nivel de fracto
gastrointestinal, per las segundas, aquellas causadas por helmintos que afectan
a nivel sistémico; es decir que se establecen en la musculatura, huesos,
corazdn, rilones, cerebro elc. Las de fipo exlraintestinal son de interés porque
acluaimente no se cuenta con sulicienles férmacos eficases para la

quimicterapia de estas.ié2)

De las sustancias que han sido reportadas como agentes antihelminticos
extraintestinales, se cuentan los bencimidazoles-2-carbamato de metilo, como

por ejemplo. el mebendazol, flubendazol, fenbendazol y albendazol.)i8)
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causada por faenia solium, cominmente conacida como solilaria o tenia del

cerclo.i51é

la neurocisticercosis, puede causar graves trastornos al Sistema Nerviaso
Central {SN.C.) e inclusive la muerte del individuo, de aqui la importancia de
incursionar en la sinlesis de sustancias con actividad contra faenia solim que
posean una buena bicdisponibilidad, para oblener una mejor respuesta

lerapéutica por parte de los individuos afectados por dicho helminto.?!

Esta enfermedad ha sido fralada con albendazol, pero en los individuos se ha
observado que de la dosis que se les administrd, solo alrededor del 5% de esta
logra ser absorblda, ademds , de que se presenta el problema de una gran

variabilidad biolégica y una respuesta terapeutica polore (141118

Esta gran variabilidad bioldgica, se debe en parfe a su escasa solubilidad en
aguq, ya que a pesar de que el albendazol es una molécula polar, tiene la
caracteristica de poder formar puentes de hidrdgeno intermoleculares, y esto
hace que no se pueda disolver, por la dificultad de romper estos enlaces en
solucidn, lo que hace que dicha sustancia se absorba muy poco en el
organismo y lo canfidad de albendazol en el torente circulatorio sea muy
pobre, y como consecuencia no se puede esperar uha respuesia ferapéutica

buena.

Debido a este problema la presenie tesis se enfoca hacla la preparacién de
compuestos polencialmenie bioreversibles del albendazol que fengan una
mejor solubilidad acuosa que esfe principio activo y en consecuencia, obtener
susfancias con mejores perspectivas lerapéuticas hacia el frafamiento de la

nevrocisticercosis.
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2. OBJETIVOS.

OBJENIIVO GENERAL

Disefiar vy sintelizar derivados bioreversibles potenciales del  albendazol
(protdrmacos}, que presenten menor punto de fusidn, con el fin de que posean

mejores caracteristicas de solubilidad en disolventes polares.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

¢ Realizar revisién bibliografica para el disefio y sintesis de derivados bio-

reversibles del albendazol.

» Disefiary Sinlelizar los compuestos de interés.

» Evaluar la pureza de los compuestos oblenidos mediante su punlo de fusidn

y su Rf en cromatografia en capa fina.

e FElucidar las eshucluras de los compuestos sinlelizados mediante

especirocopia infraroja y de resonancla magnética nuclear (RMN).

« Evaluar clloloxicidad de los compuestos oblenidos, frente a Arfemia salina.
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3. GENERALIDADES.
3.1 Helminfos.

Los helmintos o gusanos (la palabra helminlo proviene del griego “edpiva’que
significa gusano.'®),  son organismos macroscépicos  y  pluticelulares
(nemalodos o gusanos redondos, cestodos y Iremalodos), que poseen aparalo
digestivo, excretor y reproductor, asi como sistema nervioso '%); eslos son
responsables de las helminliasis; enfermedades causadas por infecciones con

gusanos redondos o planos, tanto en el hombre, como en algunos animales de
granja, disminuyendo asi, la produclividad y los beneficios que este lipo de
animales nos proporciona, creando de esia manera graves repercusiones de
salud y pérdidas econdmicas.!!

Los phyla de importancia médica son:

a) nematoda .... gusanos redondos

b) plalyhelminthes..... gusanos planos

c) acanthocephala ..... gusanos con cabeza espinosa o ganchuda

Los helmintos pueden ordenarse de acuerdo con su hdbilat dentro del
hospedero. Asi existen nemalodos intestinales, duelas hepdticas, duelas
sanguineasy otros 19,

Clclos de vida

Existe un palrdn de vida bdsico para todos los helmintos, a pesar de las
variaciones aparentes.' '

+ El hospedero que alberga al adullo o la fase sexuat del gusano es el
hospedero definilivo.

- Todos los helmintos producen huevos, qua luego dan origen a larvas.

+  Con pocas excepclones, fos huevecillos (o sus larvas) deben salir del cuerpo
del hospedero, fuera del cual ef desarrollo y el crecimiento, producen larvas
infecciosas para el hospedero definitivo.

+ En algunos casos es necesario un hospedero inlermediario, para el
desamrollo de lodos los estadios larvarios.



Entodos los casos, el ciclo se completa cuando la tarva infecciosa vuelve a
entrar al hospedero definifivo y se fransforma en adulto,

Los mecanismos de entrada y salicla del hospedero son muy variados. Los
hueveclllos y larvas pueden ingerirse con los alimentos y bebidas; las larvas
pueden penefrar a fravés de la piel, si esta se pone en conlacto con el
suelo o mediante la picadura de uninsecto.

Los mecanismos de salida incluyen ta via oral v anal, asi como la piel,
mediiante la rofura de ampollus o la picadura de inseclos.')

Relacién Hospedero-pardsito

Muchos factores, lates como la localizacion, el nimero de pardsitos, las
secreciones toxicas y la respuesia inmunoldgica del hospedero, determinan la
palogenicidad de los helmintos.

Cada larva de helminto ol madurar origina un solo adulto, de modo que la
pologenicidad suele ser proporcional al nimero de adullos alojodos en el
hospedero.!'s

Diagndslice y Tratamiento,

Es necesario el oislamiento de larvas, huevecillos o adultos para esiablecer el
diagnésiico, aunque resultan Uliles ofros datos, como el historial, la
inmunoserologia y los cultivos.

£f color, forma, tamatio, nafuraleza de fas membranas exlernas y el esladio de
desarrollo, son coracterislicas importantes.

ta disminucién del nimero de gusanos suele bastar y por lo tanlo no es
Indispensable la eradicacién lotal, es deck que unos cuantos helmintos,
Incapaces de mulliplicarse denlro del hospedero, son mds facilmenie folerodos
que jos anlihelminficos usados para matorlos.

Ei hincapié sobre las diferencias melobdlicas enlre los gusanos y el hospedero,
ha abierto una nueva brecha de investigacidn pora el esfudio de la inhibicion
de los sistemas enzimdticos que son cruciales para el pardsito pero no para el
hospedero. (1415



- SEHERALIDALLS

Tenigs o cestodos
£l habitat de 1as 1enias adulias es el aparato digestivo del hospedero deafinitivo,
La mayor parte de las que atectan al hombre son pardsitos intestinales, aungue
algunas cuantas invaden los tejidos somaticos en sus estadias larvarios y se les

denomina tenias somaticas.

Estos organismos se ven como en forma de una cadena. La cadena o esiidbilo
puede dividirse en regiones. En un exiremo se encuentia un érgano de fijacion
denominado escdlex, de forma redonda u ovalada y que contiene 4 verntosas
o 2 surcos succionantes alargados. El escélex se angosta para tormar una

s o 415
region llamada cuello, en la que se forman los progldtidos o “segmenios".“ 13)

La serie de segmentos adyacente a la region del cuello conslituye la region de
progldtidos inmaduros. Conforme se producen mas de ellos, los existentes son
empujados, hacia el extremo posterior, maduran y forman en su interior érganos
sexuales masculinos y femeninos.

Esle conjunto forma la regién de proglélidos inmaduros. Después de la
fecundacion se forman huevecillos en su interior y se dice que los proglétidos
estdn gravidos. Asi pues, el estrébilo totalmente desarrollado consta de escdlex,
regién del cuello y regiones de proglétidos inmaduros, maduros y gravidos. 419

La tenia que carece de aparalo digestivo, depende de la absorcldén de
sustanclas alimenticias simples. Los estudios indican que las tenlas solo pueden
ulilizar monosacdridos, no los disacdridos ingeridos por el hospedero, y que
obtlienen los nulrentes esenciales, como vitaminas y aminodcidos -medianle
transporte activo o pasivo a iravés de su epitelio.

3.2 Taenia solium.
Es un plateiminio que pertenece a la clase: cestoidea (tenias o cestodos).

Sindnimos: Taenia curcubitinag Pallas,1776; Tpellucida Goeze, 1782; Tvulgaris
Werner, 1782; T.armala umanaBrera, 1808; I. aficanavon Linstow, 1990.1%)
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mas comun en los paises donde se come carne de cerdo cruda o mal cocida,

Es comun en México y Sudamérica.

Morfologia, biologia_y ciclo de vida: La tenia adullo mide en promedio 1.8 a 3

mm de longitud y tiene menos de 1000 progldlidos en su estrdbilo. El escdlex es
pequefio y mide mas o menos Imm de didmelro; ademdas de las cuatro
ventosas lipicas, el rostellum esta armado con dos hileras de ganchos, lo que
coadyuva a la fijacién del organismo a la mucosa. Esta tenia se ubica en las
regiones superiores del intestino delgado y los proglotidos grdavidos salen con las
heces en forma individual o en pequefios segmentos, y son laxos e inactivos.
Los progldtidos maduros contienen huevecillos que miden aproximadamente
35 mm de didmeiro y confienen embriones hexacantos, 141521}

Cuando el humano es infectado, el cisticerco libera su escélex invaginandolo,
se fija ala mucosa y desarrolla un estrdbilo maduro en dos o fres meses. 2

Formas de infeccion:

I. Por ingestidn de comida o agua contaminada con excremento humano o
indirectamente por moscas.

2. Por aulo-infestacion extemna: cuando el hospedero del pardsito se
conlamina por falla de higiene, es decir ano-mano-boca, o cuando el
individuo tiene contacto con ropa contaminada.

Por auto-infeslacion interna: mediante rejurgitacion de proglélidos del
gusano maduro  presentes en el estdmago por alguna peristalsis ieversible y
la subsiguienie digestion de huevecillos (embriosporas) y liberacién de
oncosferas viables, las cuales pueden penelrar la mucosa intestinal y
desarrotiarse,?!!

3.3 Cisticercosis humana.

De manera general, la cisticercosis comienza cuando el helminto Taenia solium,
se presenta en los tejidos humanos.
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Se dice que la cislicercosis es generalizada cuando el cisticerco se encuentra
en fodo el cuerpo, y localizada cuando los cisticercos se encuentran en un sélo
tejido u drgano, como puede ser el corazdn, cerebro, elc 1)

El cisticerco generalmente se distribuye a fravés del cuerpo del hospedero
intermediario y usualmente en proporcion al peso de cada drgano donde se
encuenire; asi pues, el lejido cerebral puede ser invadido ya sea por uno,
pocos o por mas de 2000 cisticercos; sin embarge, en la mayoria de los casos
se encuentran, no mds de 10. Cuando los cisticercos se establecen en el
cerebro la patologia se reconoce como neurocisticercasis.!?!)

La neurocisticercosis es un padecimiento que por su gravedad es de mayor
imporlancia, ya que puede causar serios trastormos e inclusive ta muerte del
hospedero,

En si son fres los sindromes que caracterizan la sintomatologia de la cisticercosis
cerebral:?

« convulsiones
* hipertensidn infracraneal
¢ desordenes psiquiaticos

Estos pueden aparecer en combinacion o separados.

Las convulsiones, comUimente ocuren con localizacidén cortical del cislicerco
en el parénquima, este puede ser focal o generalizado, esporddico o
constante, en un estado epiléplico o con un bajo impulso y un consistente
progreso 232!

Los desérdenes menlales y las convulsiones son frecuentemente causadas por
infecciones infensivas.23.2!)

Cuando el cisticerco esta inlaclo, el hospedero puede ~ reaccionar
inmunoldgicamente, rodeando al mismo can membranas del lejido conectivo,
que consisten de células epitelidles, fibras de colageno y una escasa infiltracién
celular, en la cual las células plasmaticas y los eosindfilas predominan. La
membrana del lejido coneclivo, permite el paso de nutrientes, meltabolitos y
materiales inmunogénicos.
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Una reaccion inflamatoria por parte del haspedero se provoca cuando el
cisticerco estd moribundo y/o degenerando, y hay una granulomalosis como
respuesta, compuesla de células  plasmalicas, linfocitos,  eosindfilos
macrdfagos encerrados en una red de ejido coneclivo construida arriba y

alrededor del cisticerco.

Las céluins det hospedero que se encuenlran acluando, invaden los
remanentes del pardsito el cual puede ser transtormado como una cicatriz de
tejido conectivo o llegar a ser calcificado.

La inflamacién y la respuesta inmunoldgica suele ser intensificada de forma
iregular, por lo cual existe un equilibrio inestable entre la potencia bioldgica del
cislicerco y la reaccion del hospedero.?"

Diagnostico

Un cisticerco en tejido subcutaneo, puede ser exiraido y mediante un andlisis
histolégico examinary enconirar partes constitutivas del cisticerco, 2!

El diagndstico de neurocisticercosis, se puede hacer con un cierto grado de
precision mediante la combinacion de varias herramientas, que pueden ser
desde la observacién de signos y sinfomas, rayos X, lomografia axial
compularizada (TAC) o imdagenes por resonancia magnélica, pruebas
serolégicas y examenes de laboratorio,?"

Las técnicas radioldgicas usadas en el diagndstico de cisticercosis incluyen:

a} rayos X del pecho, cuelloy brazos { para cisticercos calcificadas).

b) angiografia cerebral, esacaneamiento par isélopos, pneumoencefalografia,
ventriculografia, encefdlografia y mielografia, son estudios que pueden ser
reemplazados mientras se determinan uno a uno por tomografia axial
computarizada {TAC).12M

Iratamienio

E! tratamiento de la cisticercosis humana puede ser sintomatico, quirirgico o
farmacolégico.?
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aj} Sinforndtico:

enfocado al control de las crisis convulsivas: anliepileplicas
cefaleas: analgesicos.

hipertension intracraneana: eslercides y diuréticos.

alleraciones de la conducia: psicofarmacos.t)

b) quirdigico: vara segun  la  localizacidn  y  las  caracteristicas

anatomopatolégicas de la cisticercosis en el sisltema nervioso central, %

c) Farmacoldgico: Este debe aplicarse en casos de cisticercosis v
neurocisticercosis en los cuales se encueniren parasitos vivos.?!

Aungue se han reportado varios compuestos como herramientas terapéuficas,
en lo actualidad clinicamente se ulilizan el praziquantel (figura 1.) y et
albendazol, Cabe senalar que el costo del fratamienio con este ultimo
compuesto es é6 veces menor en relacion al primero.

Por lo que respecta al praziquantel, es eficaz para lograr la desaparicién o
reduccidn de un alto porcentaje de quistes parenquimatosos y subaracnoideos
corticales del cerebro, No liene efecto sobre cisticercos calcificados. Después
de su absorcion gaslrointestinal, se distribuye por fados los tejidos del organismo,
pero las concenlraciones que llegan al cerebro son bajas: 1/7 del nivel sérico
se encuenira en el liquido celaloraquideo (LCR).‘M) El praziquantel, se
encuentra comercialmente como: Cistid { Merck].

o

C=0

PRAZICUANTEL

figura 1.
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3.4 Bencimidazoles

fodos los bencimidazoles derivan de un anillo aromalico de 6 rniembros,
fusionado con un anillo imidazol como ndcleo; a partir de este nicleo se han
realizado numerosas  modificaciones, resultondo  asi el grupo  de los
bencimidazoles-2-carbamala de mefilo!”,

Ltos bencimidazoles-2-carbamalo son inferesantes en el campo de la
invesligacion quimica farmacéutica por preseniar aclividad antihelmintica de
amplio espectro; sin embargo, por sus caracteristicas estructurales, en general
son poco solubles en agua lo que ha sido aprovechado para utilizarlos como

agenles anliparasitarios intestinales debido a su escaza absorcion 719

Algunos ejemplos de eslos bencimidazoles-2-carbamate de metilo, son:
fenbendazol, flubendazol, mebendozol y albendazol {figura 2).

Aunque el efeclo anlihelminlico de los bencimidazoles, puede ser asociado
con el agotamiento de glucogeno y reduccion en el fransporte de glucosa,
exislen evidencias que indican que el principal mecanismo de accién
antiparasitaria de los bencimidazoles, es su interferencia en la formacién de los
microlUbulos y en la velocidad de sintesis de tubulina'? Un delerioro en la
integridad microtubular, causa varias anormalidades en la funcién celular
incluyendo la muerte del pardsito. Algunos bencimidazoles-2-carbamato,
deben su accidn antihelmintica a la unién selecliva con la lubulina del pardsito
interfiiendo en la polimerizacion de los microtUbulos.!1314.18)

Recientemente se ha informado!®¥3

, que algunos de estos bencimidazoles
han mostkado cierto grado de eficacia confra pardsitos extraintestinales como

los que se muesiran en la tabla siguiente:
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tabia 1. Algunas helminficsis a nivel extraintestinal.

enfermedad ogente causal bencimidazol de eleccion para
el fralamiento

Filariasis Wucherena baoncrolf 5-carboxi-1H-bencimidazol-2-
Brugia malays, it cabamato de melilo.
Onchocerca volvulus mebendazol
elc.

Trichinosls Tnichinella spirolis flubendazol

Neuroclsticercosis Taenia solium atbendazol

BENCIMIDAZOLES - 2 - CARBAMATO DE METILO
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figura 2. Ejemplos de bencimidozoles-2-carbamato

i2




o OEHERALIDADES

3.5 Albendazol. (5-propiltio-TH-bencimidazol-2-il carbarmato de metilo).

Es un anfinelmintico de amplio especlo que liene accidn sobre las larvas y las
formas adultas de los nematodos gastioiniestinales y pulmanares, y sobre las
formas adultas de los cestodos y remalodos ¥ Es de los anlihelminticos més
polentes y menos 1oxicos que exislen en la aclualidad, y es bien lolerado en
dosis de hasta 10 mg/kg de peso diariamente, duranie 30 dias®, Se ha
indicado para el tratamiento de las teniasis y se ha empleado con elicacia
para prevenir y aon destrir el quiste en lo cislicercosis experimental. b

En estudios de absorcian en inlestina y esibmago de ralas, se encontrd que la
mayor via de absorcion es la géshica, quedando el intestino en segundo
plano.'%

La absorcion del albenddzal, en los seres humanos, no ha sido del lodo
determinada, ya que la curva de concenhiacian versus tiempo corresponde a
su metabolito principal, el sulfdéxido de albendazol. Dada la rapidez con que
ocunre esle proceso melabdlico, se propone que la variabilidad inlerindividual
de los niveles plasmaticos del sulfoxido de albendazol, se debe a diferencias en
la absorcién y no a diterencias en el metabalismo. 151011}

Lo absarcién del albendazol en el canal inlestinal no es buena, lo cual
conduce a bagjos concenlraciones en el lejido y plasma, lo que resulla en
respuestas variables para el frotamienta de la neurocisticercosis.

Esta deficiente absorcion del albendazol se aliibuye a que esta sustancia en su
estruciura en la posicion 1 posee un hidrégeno capaz de formar puentes de
hidrégeno infermoleculares, eslo trme como consecuencia una poca
solubilidad acuosa y por consiguiente su mala absorcion intestinal.
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3.6 Profarmacos.

Un profdrmaco es un derivado farmacoldgicamente inaclive de un principio
aclivo que requiere de una hransformacion quimica y/o enzimdtica, dentro del
organismo, para peder liberar o generar al tarmaco (principio aclivo), y asi este,
pueda ejercer su accidn terapéutica.®!

Los profdrmacos segun su conformacion estruclural se clasifican en dos

grupos:®

a) Derivados Bio-reversibles. Son profdrmacos que en su estructura presentan al
fdrmaco, unido a una porcidn estructural denominada progrupe o acarreador,
el cual modifica las propiedades fisicoquimicas del primero. El derivado bio-
reversible libera al principio aclivo deniro del organismo mediante reacciones
quimicas inframoleculares o reacciones enzimdlicas de hidrdlisis, oxidacion o
reduccidn.

b) Bioprecursores. Son protdrmacos que formalmenie no presentan al tarmaco
en su estruciura sino que al ser biolranstormados enzimdlicamente por medio
de reacciones de oxidacion o reduccién generan al principio aclivo. Por ser
estructuralmenle distinio al principio activo, sus propiedades de solubilidad y
liposolubilidad serdn totalmente diterentes a las del fdrmaco que van a
generar.

3.7 Ensayos biolégicos.

Entre las evaluaciones bioldgicas de caracter general, destaca por su sencillez
y economia la delerminacion de la toxicidad para el crustceo Arfemia salina
Leach. El método consiste en evaluar exiractos, fracciones o compuesios puros,
en concenfraciones de 10, 100, 1000 pg/mL.1%%)

£l malerial objefo de la evaluacion se coloca en viales | Ires viales por cada
concentracién). Posteriormente, a cada vial con la concentracion adecuada
del material de prueba se le adiciona un volumen delerminado de medio
salinoy 10 larvas del crustaceo con 48 horas de desarrollo. Al cabo de 24 horas
se cuenfan los organismos sobrevivientes y se determina el porceniaje de
mortalidad para cada dosis. Por Ullimo, se delermina la dosis lelal medio

4
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medianie un programa de anaiisis Finney®. Para compuestos puros, dosis letales
media mencres de 200 pg/mL indican aclividad citoldxica. La toxicidad para
Arlemia salina ha correlacionado en mdlliples ocasiones con aclividades
bioldgicas mdas complejas, como por ejemplo, citotoxicidad in vifro para células
cancerigenas, aclividad antihelmintica y actividad anlipalddica, enhre
otras /224

La prueba de Arfemia salina se puede correlacionar con el efeclo
antihelmintico, porque el mecanismo de accidn de algunos antihetminticos, es
parecido al de compuestos con aclividad antitumoral; es decir, por un lado, en
estudios anteriores, se ha comprobado que el uso del crustdceo Arfemia saling,
comelaciona con efeclos antitumorales que actuan como inhibidores de la
reproduccion celular®, y por ofro lado, el mecanismo de accién de los
bencimidazoles-2-carbamato con aclividad antihelmintica, consiste en evitar,
la polimerizacién de tubulina. La tubulina es una proteina globular presente en
el citoesquelelo de todas las células vivientes, y es imporianie en la formacion
de los microfibulos; estos controlan varios funciones celulares tales como:
ransporte exapldsmico, movimiento ciloplasmatico y divisién celular. Asi pues,
el efecto antihelmintico es resultado de un impedimiento en la division celular,
lo que ocasiona la muerle del organismo afectado por baja o nula produccién
celular.t314.18)
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4. CONSIDERACIONES PARA EL DISENO DE LOS PROFARMACOS
POTENCIALES.

Para incrementar la solubilidad en disolvenles polares del albendazol, en el
presente trabajo se decidid modificar la estruciura de este principio aclivo,
mediante la elaboracién de profarmacos polenciales, especiaimente como
derivados  bio-teversibles. Los compuestos  disefiados, se muestran  a
continuacién (tabla 2.):

NS N (“)
\©j: H—NHCOCH,
N

R
tabla 2. profarmacos potenciales disefiados.

Compuesto | R ool Nombrel
albendazol | iy gibendazol
| - COCH3 acetalo de albendazol
I - CH20COCH3 acetiloximetil albendazol
[ - CH2OCOCH2NH2 glicinoiloximedil albendazol
Iv - COOCgHs fenoxicarbonil albendazol

Por la naturaleza eslruciural de los derivados bio-reversibles disefiados, se
espera conlar con moléculas que presenten mejores caracleristicas de
solubilidad en disolventes polares que el propio albendazol; ya que al sustitulr el
hidrégeno de la posicion 1{3) del albendazol por los progrupos, la formacién de
puenles de hidrégeno infermoleculares se veria afectada; de esla forma, el
acomodamiento de las moléculas de albendazol en eslado sélido ya no seria
la misma, haciendo asi mds factible la solubilidad de cada compuesto en
disolventes polares.

16
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Asi mismo, las modificaciones moleculares realizadas sobre o albendozol,
consicderaron una de las esliategias que existen para incremerdar la solubilidad
en disolventes polares de algunos principios activos, que es la de agregar
progrupas  {elaboracidn de  profannacos) que logren la  oblencion e
moléculas, con menor punto de fusidn que el principio aclivo de interés; ya que
se ha observado que si se fogra disminuir 100°C el punto de fusion, la solubilidod
en disolvenles polares se inctementa en un faclor de 10 veces mas respecto a
la solubllidad que presente originalmente la sustancia en estos disalventas,
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5. METODOS DIF PREPARACION..

COMPUESTO .~ Acetaio de albendazol.

(8}
: I A~
e & TN g
»>

e
NN e AN
PN \ ] A = NHCOOUH,
= NIOOCHY + 4] [, DA
S Acetate de e e
\/ T I
t

\.
n»»-m W
O,
h i

Partiendo de albendazol comercial (Smiih-Kline) se llevd a cabo una reaccidn
de acelilucion con anhidrido acético, en acelato de efilo, durante 60 minutos,
la mezcla de reaccidn se concenkd en evaporador rotatorio a una
temperatura de 50°C, obleniéndose un sdlido color beige, el cual se recristalizd
de hexano caliente (69°C), resultando un sélido blanco mismo que presentd un
punto de fusidn de 123°Cy un R, de 0.72 (CHaCla:MeOH 98:02).

COMPUESTO . Acetil oximedil albendazot.

I I ancl, I
CH—C-Cl (H—c—H)n ————P~  CHo-C—~0~CHCl

S
A5 0 naH T\ ,
>~N"COOCH] + c“;—‘g--‘OCHICI "-—-—-»v NH(
! )

! b o L.

Lasinlesis del acefiloximetil albendazol se llevo a cabo en dos pasos; el primero
mediante la oblencion del acelalo de cloromelilo, haciendo reaccionar
cloruro de acelilo y paraformaldehido en presencia de cloruro de zinc anhidro
como calalizador, dejando reaccionar por 24 horas a reflujo. El producto se
obliene purilicando por deslilacion entre 104 y 108°C, con buen rendimiento
{90%).
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£l segundo paso se levd o cabo haciendo reaccionar hidruro de sodio (Mal)
con albendazol, en dimelitformamida {DMF), para posteriormente agregar el
acetata de cloromelilo, dejondo reaccionar por 24 horas a temperatura
ambiente; al témino de este fiempo se disld el producto deseado que
presenid un punto de fusidn de 65° C y un rendimiento de 87.5%.

COMPUESTO lll.- Glicinoil oximetil albendazol.

“ 4
NH;-—C‘-«-COOH + o [cocwcny,  E—— t'Bm'““”‘"‘%‘“""’OH
& H
Dicarbonato de diterbutio ( 1-Boc )
b
H o
. —--NH—-(L-OC)»! o
¢ Bm-——m‘—%'—-c()ﬁ}l + Cl QCH,CI » t Boc l 2
! M
0
|
t* Bog—Ni ~-OCH;Cl
i s )
H - % " Il
1) DMEIK,CO, >~—-Nncocm3
+ B > o
HC
2 Ha CHOC—CHaNH,

M@:: ﬁ
MLCCOCH;
§

"

Para la oblencidn del compuesto (lll), se llevaron a cabo 3 pasos; pimero se
hizo reaccionar lo glicina con dicarbonato de diferbutito {Aldrich), para profejer
el grupo amino de la glicing; et segundo paso requirid la previa preparacion det
clorosulfalo de clorometilo (CI-SO:;CHQCI)‘” ), para después hacerlo reaccionar

con la glicina protegida y asi obtener et progrupo que posteriormente, en un
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lercer paso se hizo reaccionar con albendazol en presencia de carbonate de
polasio (KC

O3) ¥y dimetiformamida (DMF) como  disolvente, Al produclo
resullante de este tercer paso, se le agregaron gotas de dcido clorhidrico {HCH)
concenlrado, para hidolizar el grupo ter-boc, v asi oblener finalimenle el
compuasto  deseado. Bl glicinoiloximeldil  ulbendazol se obtuve con un
rendimiento del 57 %y un punto de fusidn de 145-148 °C.

COMPUESTQ V.- Fenoxicarbonil alhendazol.

AL N 'Mnlllanl ERA NP
@ }-nncmx:n, + CH —(l-0--<-Q = Cl ~-RRCOGCH,
lil CH Cl _< >
H o g

Se hizo reaccionar albendazol con cloroformialo de fenilo (Aldrich), ulilizando
dicloromelano como disolvente y frielilamina como base, La reaccion se llevo
a cabo en 24 horas, al término de este liempo, la mezcla se concenlrd en
rotaevaporador a lemperatura ambiente, obteniéndose una sustancia viscosa
color café claro que presentd un RE. de 0.62 (CHCl:Acetato de etilo $0:10).
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RESULTADOS

tabla 3. Nombre, punio de fusion y solubilidad de los compuestos sintetizados.

compuesio nombre punto de metanol |-etanol - | acetona
- , fusion ' .
referencia aibendazol - 205°C ns ns ns
[ acelato de 123°C s s s
albendazol
acelfiloximetit
i albendazol 65°C 5 5 5
glicinoiloximetil
i albendazol 130-140°C s s 5
fenoxicarbonil
[\ albendazol * ns ns ns

* par su edo. fisico no fué posible determinarlo.

ns- no soluble.
s - soluble.

tabla 4, Coeficientes de reparto y rendimiento de los compuestos sintetlzados.

compuesto: | rk. sislema | " (min] | “rendimiento
| 0.72 a 20.5 85.0%
] 0.57 a 20.1 87.5%
11} 0.51 b nd 57.0%
[\ 0.62 b nd 36.0%
a: CHCI3:MeOH 98:2

b:CHCI3:ACETATO DE ETILO 90:10

nd: no determinado

*r: fiempo de refencion cromatografia de gases {gas: Helio,columna: silica
fundida con fase fenll-metil silicon.).
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tabla 6. Datos espectroscopicos de los compuestos obtenidos

compuesto

espectrocopia

albendazol

IR (KBr) v= 1608 (-NHCOO-), 3332 (NH) cm -l

| THRMN (TMS) 8= 0.9 (1.3H). 1.55 (m, 2H), 29 (1.2H). 3.6

(s,3H), 7.2 (dd, 1H), 7.42 (d, 1H), 8.0 (d, 1H} ppm.

acetato de albendazot

IR (KBr) v= 1710 (COCH3), 1646 (-NHCOO-, 1623 |-
NHCOO-), 1608 (-NHCOO-), 1368 (CH3) cm-1.

VH RMN (TMS) 5= 0.9 (1,3H), 1.55 (m, 2H), 2.78 (s,3H), 2.9

(12H), 3.6 (s, 3H). 7.2 (ddl. 1H), 7.42 (d. 1H}, 8.0(d, IH)

ppm.

EM (LE.): 207 (100%, M™ - 100 ),249 (48%, M - 58),

16395 ( 52%, M¥ -144.951,164.95 (54%, M* - 143.95),

43.05 [34%, M" -264.05) m/z.

acetil oximetil albendazot

R (KB) v= 1742 (CH3COO'), 1608 (-NHCOO-) cm ™!

THRMN (TMS) 5= 0.9 (1,3H), 1.5 {m, 2H), 2.0 (5.3H), 2.82
(12H), 7.19 (dd, TH), 7.41 (d, TH), 7.6 (d, 1H) ppm.

EM (L.E): 207 (100%. M - 100 ).249 (59%, M" - 58},
164.05 ( 52%, M" -143.05),165.05 (73%, M* -
142.05)m/z.

glicinoll oximetil albendazol

IR (KBr) v= 1368 (CHa),1 644 (-NHCOO-) cm !

‘H RMN (TMS) 8= 1.1 (,3H), 1.49 (m, 2H), 2.2 (s,3H), 2.9
(t2H), 7.3,7.7 (sefiales complejas)* ppm.

*Esta sustancia se descompuso al enviarla al andlisis.

fenoxicarbonil albendazol

lH RMN (TMS) 8= 0.92 {1,3H), 1.5 (m, 2H), 2.8 (1,2H), 3.7
(s,3H), 7.1-7.5 (serales complejas)* ppm.
*Esta sustancia se descompuso al enviaria al andlisis,
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En la siguiente tabla se muestra la concentracion tetal 50 para los compuestos |
y Il que fueron evaluados contra Arfemia saling.

tabla 5. Conceniracion letal 50 de los compuestos evaluados.

_compuesta: |+ Clsgppm: - CLsgmM
] 0.23 7.45 107
02 __109x10”7

2 | gs3xa07

* compuesto de referencia

pal
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7. DISCUSION.
7.1 Preparacion del Fenoxicarbonil albendazol.

Al llevar a cabo la revision bilbiogrdfica sobre derivados bio-reversibles de
bencimidazoles-2-carbamato  de melilo, enconlramos que el progrupo
meloxicarbonil {CH30CO-), se habia ulilizado para modificar la estruciura del
fenbendazol y andlogos con el propdsito de cambiar sus propiedades de
solubilidad. Los productos oblenidos fueron eslables duranle sy

almacenamienio."?

Con esle antecedenle se disend un profdrmaco del albendazo! ulilizando
dicho progrupo, los resullados no fueron los esperodos, ya que la molécula
obtenida fué muy inestable e higroscdpica; por lo que se decidié cambiar el
progrupo, ulilizando el fenoxicarbonilo, ya que por su mayor liposolubilidad
podria proporcionar a la nueva molécula, mayor estabilidad. Ademds de que
al unirse al albendazol, el enlace éster presente en el nuevo compuesto, se
esperaria que no fuera sustrato para las esterasas del cuerpo humano, pero si
para las de los helminios, del tal forma que al degradar et compuesto se
liberaria CO2, fenadl y albendazol, y este profdrmaco podria preseniar mejores
caracteristicas antiparasitarias, porque tanto el albendazol, como las moléculas
liberadas at escindir el enlace éster, son tdxicas para los helmintos.

Para la preparacion del fenoxicarbonil albendazol se hizo reaccionar el
albendazol y el clorotormiato de fenilo, ulilizando dimetilformamida como
disolvente e hidréxido de sodio como base a una temperatura de 40-50°C. La
reaccion se siguid por cromatogarfia en placa fina, observéndose la presencia
de tres sustancias distintas a las materias primas. Una de las fres manchas

(Rf= 0.62), se presentaba como Ja mds intensa; las ofras dos eran
practicamente tenues.{Rf= 0.5y 0.55)

Es probable que por la presencia de NaOH, el cloroformiato de fenilo diese
lugar a fenol o que el grupo'corbomato del albendazol, fuese afectado.

Al ferminar la reaccion, se obluvo una mezcla viscosa de color caté claro, Los
intentos por aislar los productos fueron infructuosas ya que al final se oblenia
albendazol contaminado ligeramenlie con dos de las fres manchas originales.
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Ante tal situacion, se decidid cambiar fas condicionas de reaccidn, ulilizando
dicloromelano como disolvente, este cambio se hizo porque la DMF nos
ocasiond problemas en la purificacion anteriorn y frietilamina como base. Al
inicio y durante mas de 3 horas la mezcla de reaccion fué una suspension por
la poca soiubilidad del albendazol; sin embargo, transcurrido esle tiempo, 1a
mezcla quedd practicamente transparente. Bl seqguimiento con placa fina
mostrd praclicamente una sola mancha { Rf= 0.62 ), después de 24 horas de
agitacidn. Nuevamente se obtuvo una sustancia viscosa de colar café. Sin
posterior purificacion, se envid a andlisis de resonancia magnética nuclear
protdénica en DMSO-deuterado.

A pesar de la inestabilidad del compuesto, se lograron registrar las sefales
comrespondientes al grupo propilo y al grupo metoxilo del albendazol. La
asignacion en la zona de los protones aromadlicos se hizo dificil debido al
amonfonamiento de las senales, de donde no se pudo discernir si la susiancia
analizada fué una mezcla tormada por un derivado 1-fenoxi-carbonil-5-
propiltio-bencimidazol-2-il carbamalo de metilo, compuesio IV ( fig.3a ), mds su
isdmero 1-fenoxicarbonil-6-propilfio-bencimidazol-2-il  carbamato de metilo,
compuesto V' {fig.3b ). La sustancia obtenida también fué inestable, ya que
después de almacenarla a temperalura ambiente, se encontrd albendazol en
la muestra lo cualindica la reversibilidad de la reoccidn,

s 0
N N i O~l~ _
?——NHCOGH; 7
S N (o] :
N i
,,J:—- ?—NHCOCH,
)

figura 3, a.compuesto IV y b. compuesto tV".
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Finalimente dabido a la viscosidad e inestabilidad del producto oblenido,
decidimos diseficr vy sinletizar olos derivados bio reversibles potenciales del

albendazol.
7.2 Preparacion del Acetato de albendazol

Para el disefo de este compuesto, se considerd que el grupo acetilo por ser
pequeho seria facil de afadir a la molécula del ulbendazol mediante una
reaccion de acelilacién tipica. Aunque el enlace formado es una amida, por
las caracleristicas del anillo imidazol, se esperaria una de relativamente  facil

hidrélisis de este derivacio®!

. en condiciones dcidas del estdbmago o por
hidlrdlisis enzimatica. Asi, al romperse el enlace amidico de este profarmaco se
liberaria por una parte el albendazol y por olra acido acético, el cual es bien
metabolizado en el organismo humano y no representaria riesgos de toxicidad

para el hospedero.

Para oblener el compuesto deseado se realizd primero una reaccién con
albendazol y anhidrido acélico y usamos como disolvente DMF, con este
disolvente tuvimos muchas dificultades en el aislamiento del producto ya que
se presentaron bajos rendimientos (menor al § %); por lo que optamos por
cambiar las condiciones de reaccion, ufilizando acetato de elilo como
disolvente. Al tomar muesiras y eluirlas en cromatografia de placa fina,
revelando con luz ultraviolela, se observaron dos manchas de menor polaridad
que el albendazol. La mancha con Rf= 072 se presentaba en mayor
proporcién (80%) que la mancha de Ri= 0.68. Al agolarse la materia prima,
después de 24 horas, se procedid u dislar los productos oblenidos. Después de
recristalizar se logré obtener el producte mayoritaio con un rendimiento
satisfactorio. El acetato de albendazol presentd un punto de fusidén de 123°C, to
cual es significativo, ya que, la diferencia de punlos de fusion en grados
centigrados, enlre el acelato de albendazol y el albendazol es de 82°C: lo que
nos aseguraba de algin modo que esle compuesto tendria mayores
posibilidades de ser soluble en disolventes polares.

Por to anlerior, determinamos ta solubilidad del acelato de albendazol en
varios disolventes polares, encontrando que dicho compuesto, es soluble en
metanol, etanal, acetona y acelalo de efilo.
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Para o elucidacion estructural, encantiamaos que en el espectro da inframjo,
se preseniaron 1as bandas a 3308, 3254, 2964, 1716, 1646, 1628, 1624, 1118 en 7
en el espectro de 'H RMM se presentaron las siguientes sepales: §=0.9 tnplete,
asignadio al metilo de la porcion propiltio (CHCHCHe-S-), asi como un sexdeto
CHy

un fiiplete a 2.9 ppm para el olro metileno (CHCH-CHy-S-) vecino al alomo de

cenlradao a 1.55 ppm asignado al metileno (CHy- ) de la misma porcian, vy

azulre. B! grupo meltilo del acelilo presentd un singulete a 2.78 ppm y el grupo

metoxilo del carbamato, presenld un singulete a 3.6 ppm.

Uno de los aspeclos interesenates de mayor apoyo esiructural dado por 1o
resonancia protdnica, fué la asignacion sobre cual de los nifrdgenos en el anilio
imiclazo! se habia llevado a cabo la reaccion de acilacion. Con este fin, se
asignaron los sefales del anillo bencénico.

En el especiro registrado, se observa doble de dobles, centrado a 7.2 ppm
asignado para el hidrdgeno Hg (1=9Hz, 2Hz), en seguida se presenta un doblete
centrado a §=7.42 ppm {J=2Hz) asignado al hidrogeno Hx. Posteriormente, se
presenta un doblete cenfrado a 8 ppm {J= 9 Hz ) asignado al hidrégeno Ha.

En base of especho del albendazol previomente reportado®®® y registrado
con el mismo aporato y disolvente, se determind que el compuesto acetilado
fué el 1 (fig.40 ), debido al desplazamiento paramagnético del doblete
asignado para el hidrogeno Hy. En el albendazol, este protdén aparece a 7.5
ppm y en el derivado acetilado a 8 ppm. Los cambios de desplazamienio de
las ofras dos sefales, fueron minimos. Si el derivado ocetilado tuviese la
estructura | {fig.4b), entonces se esperaria que el hidrégeno Hy presenlara
desplazamienio a campos bajos. Finalmenle, la sefial que se presento a mas
de 10 ppm y que descparece con D;0 se asignd al NH del grupo carbarnato.
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B estado sélido que presenla el acetato de albendazol, permile su facil
manejo para posteriores estudios bioldgicos; sin embargo a pesar de eslo, el
compuesto no resulia ser muy eslable en solucidn acuosa por mas de 6 horas a
lemperalura ambienle, con lo cual nos vimas en la necesidad de sintelizor un
compuesto que ofreciera mayor eslobilidod v de ser posible menor punlo de
fusion para obtener mejores resultados en solubilidad acyosa.

7.3 Preporacion del Glicinail oximelil albendazol.

Para este compuesto se pensé en dlilizar glicina como progrupo, con et fin de
liberar in vivo por un lado al albendazol y por otro, al aminedcido glicina ya
que por ser un compuesto Ulil en el organismo humano no presenfario
problemas de toxicidad para el individuo. Par estudios previos, se¢ ha
recomendado que al ulilizar a los a-aminodcidos como progrupos, se haga
mediante el disefio de derivados bioreversibles triparitas {farmaco-conector-
progrupo) con el propdsilo de que la molécula obtenida presente eslabilidod v
sea un mejor sustrato para las enzimas™. Tradicionalmente, se han utilizado los
grupas -CHy-O- y -[CH}CH-O- coro conectlores debido a que una vez que el
derivado bio-reversible es hidrolizado, el conector, por equifibrio quimico, libera
al larmaco, generando formaldehido o acetaldehido segin sea el caso.

Asi pues, en nuestro caso el compuesto resulfante de lfa ruplura del enlace
amidico seria el formaldehido, que a la concenkacién en la cual estaria
presente en el organismo del pacienfe fampoco resultaria toxico,
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L DISCusion

Durante el desarrollo de cada uno de estos pasos, no se tuvieron problemas,
exceplo en que los rendimientos en la obtencién del t-boc-glicinato de

clorometilo y del producto final fueron bajos (30% y 57% respectivamente).

Desafortunadamente el compuesto  oblenido resulld  ser inestable a
lemperatura ambiente, y su estado fisico un liquido viscoso; lo que complica su
manipulacion en posteriores estudios, y por ello no fué evaluado con Arfemia
salina. Esla inestabilidad probablemente pueda deberse a la presencia del
grupo amino prolonado {fig.5) de la glicina, que al inducir un mayor cardcler
electhotilico al carbonilo, frae como consecuencia mayor susceplibilidad a
sufrir un alaque nucledfilico (H,0).

r}—Nl«lcocu3

cu, occu2 NHY X©

figura 5.

7.4 Preparacion del Acelil oximelil albendazol.

El pensar en derivados bio-reversibles tripariitas, que tengan como conector el
grupo meflilenoxi, abre ta posibiidad de oblener compuestos con mayor
estabilidad, siempre y cuando no se encuenire un grupo que incremente el
cardctler eleclrofilico del grupo carbonilo det éster.

Después de llevar a cabo las reacciones conespondienies para obtener esle
compuesto, se presentaron problemas en el aislamiento del producto ya que
en fodos los casos en que se intentd obteniamos una sustancia muy viscosa de
aparencia pegajosa color café clarg; al principio pensamos en que
probablemente el disolvente ulilizado en las reacciones llevaba a oblener un
producto con esa consistencia, por 10 que se realizé de nuevo la reaccidn
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ulilizando acelona; con el uso de este disolvente sabiamos que no se oblendria
tan faciimente el producto deseado, porque el albendkazol es insoluble o muy
escasamente soluble en ella pero se dejd reaccionando por 5 dias a
temperaluta ambiente, al témino de este liermpo, se observéd presencia de
producto y albendarol sin reaccionar, y procedimos ol aistamiento del
producta enconlrando el mismo aspecio en él.

Esto nos condujo a descartar la influencia del disolvente en el aspecto o eslado
fisico del producto obtenido, por ello regresamos o las mismas condiciones de
reaccion especificadas en la parte experimental de este frabajo hasta aislar el
producto deseado.

Se flevaron a cabo muchos infentos infructuosos, que nos hacian pensar que el
estado fisico natural del compuesto deseado era precisamente viscoso y de
ese color; pero nos faltaba descartar ta posibiidad de que el producto se
comportara asi debido a que nosolros no habiomes eliminado el aceite en el
cual viene suspendido el NaH comercialmente; asl que nos dimos a la tarea de
eliminarlo con lavados de eler de petrdleo y posteriormente lavamos el
producto repelidumente varias veces llegando finalmente a oblener un
compuesto color café claro con apariencia de cera y sdlido,

Al compuesto oblenido se le practicaron los andlisis espectroscépicos para su
elucidacion estructurat, enconlrando asi que se frala del aceliloximetit
albendazol. Aunque con los dalos del especiro de inframrojo y ta resonancia
magnélica nuclear protdnica no fué pasible asignar en cual nitrdégeno del
anilfo imidazot se flevd a cabo la alquilacién o si el sdlido oblenido es en
reafidad una mezcla de los dos combuestos posibles {compuestas it y ')
(figura. éa 'y 6b}, el compuesto presentd un punto de fusidn de 65°C, y resultd
ser soluble en acetlalo de elilo, elanol, acetonay melanol.
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figura 6 a.compuesto Ily b. compuesto Ii'.

Por las caracleristicas fisicas del compuesio y sus propiedades de solubilidad
se decidid realizar un bioensayo con Arfemia salina para evaluar su
citotoxicidad.

7.5 BIOENSAYO con Arfemia salina .

De los compuestos que se sintelizaron, sdlo 2 de ellos el acelato de atbendozol
y ocetiloximetil olbendozol compuestos | y Il respectivamente, fueron
evaluados con Arlemia salina.

los compuestos | y It presentoron uno Clsg de 023 y 0.24. ppm
respeclivomenle; eslo en comporocién con el olbendozol (2ppm), es bastonte
consideroble, yo que demuesiron ser 10 veces mds ciloléxicos que el
olbendazol.

Por olra porte, ombos compueslos { | y Il ), lienen una CL50 muy semejonte,
eslos valores indicon que no voria mucho el efecio citotéxico entre elios y que
de olguno formo su citotoxicidod no se debe tonto ol progrupo presente en sus
estructuras , sino ol poder de solubilidod en el medio solino, ol grodo de
obsorcion en Asalng y o lo liberocién del principio aclivo in vivo.

- Con estos resultodos podemacs plontear lo siguiente:

k1)




1. Que los compuestos t y I son bien absorbidos v por lo tanio liberan al
principio aclivo en mayor cantidad de la que setia absorbido por si solo, y por
eso resultan ser mds toxicos que el compuesto aclivo.

2. Que los compuestos ty Il son absorbidos y son cilotdxicos por si mismaos y que
probablemente no fiberan albendazol.

Para coroborar estas hipdlesis tendrian que llevarse a cabo  estudios
posieriores, que serian objelo de otros trabojos de tesis.

Ademds, cabe sefalar que hasta el momento no se ha ulilizado la prueba de
Artemia salipa para evaluar la posible actividad bioldgica de los profarmacos.
Con-los resullados obtenidos, esta prueba resulla atractiva, ya que a parle de
ser indicativa de citotoxicidad, ahora es posible utilizarla como un paradmetro
de referencia indirecta de bioconversidn de profGrmacos, siempre y cuando
eslos, sean estables en el medio salino en donde se realice ta evaluacion.



CONCLUSIONES

8. CONCLUSIONES.

finalmenle, se cumplieron los objelivos planfeados, yo que se obluvieron
compueslos con menor punto de fusion, que ademads presentaron mejor
solubilidad en disolventes potares.

Respecio ol frabagjo realizado, se puede concluir fo siguiente:

- Al sinlelizar derivados bio-reversibles, con menor punlo de fusion que el
principio acfivo que se pretende liberar, las posibilidades de mejorar las
propiedades de solubitidad acuosa de los compuestos, se incrementan.

+ £l aceliioximetil albendazol es un derivado bio-reversible poiencial del
albendozol que presenio caraclerislicas favorobles para posteriores estudios
con animales de iaboratorio.

- El ensayo biolégico con Arfernia safina, es una prueba que se puede ulilizar
como un paramelro de referencia indirecla de bioconversion de
profarmacos, siempre y cuando, eslos, sean estables en el medio safino en
donde se realiza la evaluacion.
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9. PARTE EXPERIMENTAL
9.1 INTRUMENTACION.

Los puntos de fusion (p.f) se determinaron con un capilar, en un Buchi Mod 530
y estan corregidos. Para concenirar fos productos se ulilizd un evaporador
rotatorio marca Bichi RE 11, con vacio generado por un bormba Felisa Mod.
1600 ajustada a 55 em de Hg y condensador de hielo seco.

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un especirofolometro Perkin
Eimer de transtormadas de Fourier Mod FI-IR-1400 en pastilla de bromuro de

polasio, las seiales se reportan en cm'] .

Los espectros de resonancia magnética protdnica (]H RMN) para los
compuestos oblenidos y materias primas se determinaron en  un
espectrofotémetro Varian EM-390 de 90 MHz. En todos fos casos se ulilizd
dimetilsulfdxido deuterado como disolvente. Los desplazamientos quimicos se
dan en partes por millén (ppm).

Los espectros de masas se determinaron en un sistema acoplado de
Cromatografia de Gases-Espectromelro de masas parimpacto electrdnico

(El} en un aparalo Hewlett Packard 5988A, utilizando una columna capitar de
silica fundida con fase fenil-melil silicon de 25 metros de longitud, un didmetro
intemno de 0.32 milimetros y un espesor de 0.52 micras. El volumen de inyeccién
fuéde  mcl.

Cromatogratia en capa fina: se ulilizaron placas de vidrio recubiertas con gel

de sifice GF254 (Merck). Los compuestos se revelaron con luz UV y por
exposicion a vapores de yodo.
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9.2 COMPUESTO |. Acetato de albendazol

En un matraz de bola de 1 boca (14/20), adaptado con agitacion magnética,
se colocaron albendazol {29.7.53x10-4mol) y anhidrido acético {10ml.d.1.080
a/mt,0.105 mol), verificando por cromalografia en capa fing (CHCI3:MeOH
98:02} la desaparicidn det albendazol; al {émino de 60 minulos, la mezcla de
reaccion se concenld en evaporador rolatorio alcanzando una temperatura
de 50°C, obleniéndose un sdlido color beige el cual se reciisializd de hexano,
resultando un sdlido blanco, mismo que presenid un punto de fusidn de 123°C y
un Rf de 0.72.

9.3 COMPUESTO (i.- Acelil oximetil albendazol.

Esta reaccion se llevé a cabo en dos pasos:

Primeramente, en un matlraz de bola (14/20) previamente pesada, se colocd
InClp (lg;7.34x10'3 mol) y se deshidrald a la flama, hosla observar que se pone
color café, posteriormente se agregé paraformaldehido (5g.0.166 mol},
adapténdose un refrigerante y una frampa anhidrg; se colocd en'boﬁo de
hielo vy lentamente se fué adicionondo clorro de acelilo
{13mL.d.1.104g/mL.0.165 mol), terminada lo adicién, se dejé con agitacion
magnélica toda la noche.

Al término de este fiempo, se deslilé entre 104 y 108°C, utilizando una cabeza
de destilacion Konles, para obtener finalmente el aceloto de clorometilo.

Para el segundo paso, en un malraz bola de una boca previamenie pesado, se
agregé NaH (0.22g.9.166x10°
adicionaron albendazol {1 .<Sg,<5.03x(0’3 molj y dimelilformamida {OMF) {10mL);
después con el malraz en bafio de hielo se agregd acelato de clorometilo

mol} en suspension al 20% y posteriormente se

(lmL,‘).22x10'3 mol), se dejé reaccionando por 24 horas, verificdndose la

desaparicién  del albendazol medianle cromalografic en capa  fing,
(CHCI3:MeOH 98:02).

Al término de esle fiempo, se agregé al malraz de reaccion, acefalo de efilo
{5mL), y después salmuera (5 ml). tas dos fases fueron separadas por
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extraccion hacienco 8 lavados con salmuera (5 mb por lavado), la fase
organica se secd con sulfato de magnesio anhidio (Merck). Posteriormente se
separd por filkacion la fase orgénica, del sulfato de magnesio anhidro. El
filtrado fué concentrado en evaporador rofatario, obteniéndose un compuesto
oleoso.

A esta sustancia se le agregd éter de petdleo {10mL) y metanol absoluto {10
mL}, a continuacién se separaron las dos fases formadas; la fase metandlica se
concentré en evaporador rotatorio, obteniéndose un  sdlido con aspecto
ceroso color beige, se dejé secando en el mismo matraz 24 horas y al término
de este fiempo el producto se lavd de nuevo con éler de petrdleoy se obluvo
finalmente un sdlido color hueso que presenta un punto de fusidén 65 °C, un
rendimiento de 87.5%, y un Rf de 0.57 {CHCl3:MeOH 98:02).

9.4 COMPUESTO i, Glicinoiloximelil albendazol.
PASO 1.0btencién de glicina protegida.

En un matraz Erlenmeyer se prepard una solucién de glicina (3.204 g, 42.73
mmol,} {Merck} y trieflamina {5.72ml.d.0.72559/ml,62.72 mmol} {Merck). en
agua destilada (16mL), manteniéndola en agitacién hasla que se homogenizd.
En sequida, se adiciond dioxano {16ml} y dicarbonato de diterbulilo {Aldrich)
{6.9mL, 45.97 mmol}.

Se dej6 reaccionando la mezcla por 2 horas en agilacidn constante y a
temperalura ambienle. Cuando la reacciéon se compleld, se hizo una
exlraccidn con acetlalo de elilo {38ml) agregando mds agua destilada a la
mezcia de reaccién (32ml); ia fase acuosa fué saturada con clorure de sodio
(NaCl} y lavada con acelato de efilo (38mL) y agua destilada por 3 veces.

Una vez separada ia fase acuosa del acetalo de etilo, con una solucién de
4cido citrico al 10 %, se aciduld hasta oblener un pH de 2 6 3. La solucidn
acidulada, fué somelida a un proceso de extraccion con acelato de efilo
(38.4mL} por 3 veces, y fué secada con sulfato de soidio anhidro {Na,S04)(0.5g).
La solucion se quedd en reposo por varias horas; posteriormente, se filfrd y
concenlrd en evaporador rotatorio conlrolando la temperatura por debajo de
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60°C. Por vltimo, se llevo a sequedad en bormba de alto vacia con frampa et
hielo seco, hasta oblener un polvo blanceo.

El producto obtenido fué verificado mediante KM proténica,

PASO 2.

2.1 Oblencion del clorosuifato de cloromedilo.

En un matraz de bola se prepard una mezcla de acidoclorosulionico { 100mL,
1.5mol) y bromoctorometano (50 mlL, 1.5/2 mol), la cual se puso a reflujo por 3
horas. La mezcla se verlid en hielo y se extrajo con diclorometano { 50 ml}. La
fase organica se lavd con agua (2 lavados de 50 ml ¢/u) ¥ se secd con MgS04
anhidro. El disolvenie fué removido en rolaevaporador, a una temperatura de
60°C y vacio de 60 mmHg. Este proceso también elimind los residuos de bromo
presentes en la fase orgdnica; y posteriormente, el clorosulfato de clorometlilo
se destilo al vacio para su purificacion, con un rendimiento del 90%.

2.2 Oblencion del t-boc-glicinato de clorometilo

En un mataz de bola se puso una mezcla de glicina-t-boc {5.8g, 0.02 mol),
agua {20 ml), carbonalo de potasio {10.5g, 0.07é6mol), sulfatodcido de
letrabulilamonio {0.68g, 0.002 mol} (Aldrich), y se agité a 20-22 °C. Se adicioﬁé
una solucion de clorosulfato (0.023 mol) en diclorometano (5mL), manleniendo
la temperatura por abajo de fos 30 °C, con agilacién constante por 30 minutos.
La fase orgdnica se separd y secd con MgSO, anhidro. El disolvente fué
removido utilizando vacio, el éster crudo se purficé por destilacién (50-52°C/
10-12 mmHg), obleniéndose un aceite color amarillo claro, con un rendimiento
del 30 %.

PASQ ill. Obtencidn del glicinoiloximetil albendazol.

En un malraz de bola de una boca se colocé atbendazol (0.8975g; 0.003mol)

con DMF {6mL), hasta disolucion. Posleiiormente, se agregd K.COs (0.2083 g;
0.0015 mol} y después el i-boc-glicinalo de clorometilo {1g, 0.003mol)
observandose turbidez; al término de media hora se aclard la mezcla de
reaccion; se verfid sobre salmuera fiia (10mL), obleniéndose un precipitado
blanco que se filird y lavd con agua fria, el fillrado fué concentrado en
evaporador rofatorio hasia la formacién de un sdlido color crema el cual
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prasentd un Ri. de 051 ({CHCMeGH 97:01) y un punto de fuddn de 13814070
En sequida el solido e suspendid en agua acidulada para oblener un producto

inestable e higroscopice, con un rendimiento del 7.5 %.
2.5 COMPUESTO V. Fenoxicaibonil albendazol.

En un matraz de bola de 3 bocas {14/20), adapladoe con agitacion magnélica
y bano de hielo, se colocd albendazol (29,7.53x|0"3r’no|)‘ diclorometane (140
ml) y trietilamina (0.52m1,d.0.72559/mL,  mol); se puso una trampa anhidra y
se dejé en agitacidn 20 minutos, al término de esle liempo, se fué adicionando
gola a gola cloroformiato de fenilo (1.9mLd.1.248g/mL,0.015mal). Se dejo
reaccionando durante 24 horas a 25°C, verificando la desaparicion de
albendazol mediante cromatografia en capa fina (CHCI3:Acelate de elilo
90:10).

Al término de esle tiempo, la mezcla de reaccidn se concentré en evaporador
rotatorio a temperalura ambiente, obleniéndose una sustancia muy viscosa
color café claro que presentd un Rf. de 0.62 y un rendimiento de 36 %.

9.6 Bioensayo con Arlemia salino.
Este bioensayo fué realizado para los compueslos ty Il, de la siguiente forma:

Se pesaron 10 mg del compuesto a evaluar y se colocaron en un vial con
capacidad de 10 mL, completando el volumen con acelonq, posteriormente,
con una micropipeta se tomaron 40 pl y se colocaron en una probeta de S0 mL
y se completd un volumen de 40 mL con medio salino comercial (instant
ocean, 38g/L).

De la solucion anterior se tomaron 1, 3y 5 ml por separado y se colocaron en
diferenles viales, completando un volumen de 10 mlL con medio salino, para
oblener una concentracién final de 1,3 y 5 ppm respectivamente, después con
ta ayuda de un capilar se contaron 10 crustceos y se colocaron 10 en cada
uno de los viales (se realizo por liplicado para cada concentracion).

Por olra parte, en 6 viales con medio salino Unicamente se colocaron 10
crustaceos |Arlemia salina) en cada uno, después todos los viales se dejaron 24



- EARTE EXPERIMENIAL

horas con luz artificial y a 30°C. Al téimino de este liempo, se procedid a conlar
de cada vial los organismos vivos. Los datos obtenidos fueton procesados en un
programa de andlfisis Finney” para delerminar la concentracion letal 50 tanio

para el acelalo de albendazol como para el aceliloximetil albendazol.



10. ESPECTROS

L ESPLGIROS
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