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INTRODUCCION

La parasitosis gastrointestinales sc encucntran entre las infecciones mas comunes a nivel
mundial. Se sabe que las enfermedades parasitarias han producido a través de los tiempos mas
muertes y daiio economico a la humanidad que todas las guerras juntas. La organizacion mundial
de la salud (OMS) estima que cerca de 3.5 billones de personas se encucntran afectadas, y que
450 millones estan enfermos como resultado de estas infecciones, siendo los mifios, los
principalmente afectados. Cada aiio, alrededor de 65,000 mucrtes sc atribuyen directamente a
infecciones por Necator americanus y Ancylostoma duodenale (Uncinarias), v otras 60,000 a

Ascaris lumbricoides. Entamocha histolytica, causante de amibiasis, se estima que infecta a 48

millones de personas, con una mortandad anual de 70,000.

En los paises latinoamericanos, las enfermedades parasitarias, ocupan lugares
preponderantes como problemas de salud publica, debido a su localizacion geografica, variedad
de climas, costumbres y principalmente al nivel sociocconomico de la mayor parte de la

poblacion.

En la Republica Mexicana, las infecciones por parasitos son causa severa de morbilidad
en la poblacion infantil, ya que cerca de 45 por ciento de los nifios tienen parisitos, o cual
representa uno de los mayores problemas de salud publica. Entre las parasitosis gastrointestinales
mas frecuentes reportadas en México, se presentan aquellas causadas por helmintos como Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichuria, Enterobious vermicularis, Hymenolepis nana, Uncinarias, y
Tacnia solium, y aquellas provocadas por protozoarios como Giardia lamblia y Entamocha

histolytica.

Giardia lamblia (también conocida como Giardia intestinalis o Giardia duodenalis), cs
un protozoario de amplia distribucién que provoca el padecimiento conocido como giardiosis.
Esta enfermedad se ubica como una de las 10 principales parasitosis del ser humano. Se estima
que 280 millones de personas en el mundo estan infectadas y se presenta con una mortandad
anual de 10,000 fallecimientos. En los paises en vias de desarrollo, como la Republica Mexicana,

se presenta como una infeccion recurrente en l1a nifiez, ocasionando diarrea, mala absorcion de
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nutrientes y fallas del crecimiento. Durante 1999, la Sccretaria de Salud de la Repiblica
Mexicana, reporté 38 mil casos de personas infectadas con Giardia lamblia. A pesar de esto, la
diversidad de farmacos para combatir esta infeccion es limitada. La mayoria de cllos presentan

una serie de caracteristicas que los hacen no del todo ideales para su utilizacion

Estudios recientes han mostrado que los bencimidazoles que presentan un sustituyente
carbamato de metilo en la posicion 2, tales como el Albendazo! y ¢l Mebendazol, usados
principalimente como agentes antihelminticos, son efectivos in vitro contra Giardia lamblia. Por
otro lado al administrarlos a pacientes adultos y nifios (estudios in vivo), se han presentado cifras
variables respecto a su eficacia. Los resultados de los estudios in vivo se atribuyen principalmente
a la insolubilidad acuosa de estos compuestos, que ocasiona que gran parte de 1a dosis no este

disponible en solucioén para ser absorbida por el microorganismo

Por otra parte, dentro del campo de la Quimica Farmacéutica, se encuentra la alternativa
de optimizacion farmacocinética, donde se realizan modificaciones quimicas de los principios

activos para mejorar sus propicdades farmacocinéticas, tales como su solubilidad acuosa

Tomando en consideracion la importancia de encontrar principios activos para combatir
esta parasitosis y los problemas que presentan los bencimidazoles carbamatos de metilo, en el
presente trabajo de tesis sc pretende realizar la optimizacion farmacocinética del Mebendazol,
mediante la sintesis, disefio y evaluacion de estabilidad de profarmacos, especificamente del tipo

de derivado biorreversible, con la finalidad de mejorar su solubilidad acuosa.
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1. ANTECEDENTES

En este capitulo sc ecncuentran contenidos los conceplos teoricos y definiciones que
apoyaran ¢l presentc trabajo de tesis. Se¢ presentan clasificados en tres subcapitulos: cl
primecro contienc los aspectos mds importantes relacionados con Giardia lamblia, el parasito
de interés, asi como de la enfermedad que produce dicho microorganismo, la giardiosis; cl
scgundo con los conceptos referentes al grupo de moléculas objeto de sintesis, los
bencimidazoles; y ¢l tercero con los conceptos de Quimica Farmacéutica necesarios para la

optimizacién farmacocinética del Mcbendazol, ¢l principio activo dc interés.

1.1 Giardia lamblia

Las enfermedades parasitarias constituyen uno de los problemas cruciales de salud puablica
cn los paiscs en vias de desarrollo. Entre las enfermedades gastrointestinales encontramos
aquellas causadas por helmintos como Ascaris lumbricoides y Necator americanus y aquellas
provocadas por protozoarios como Giardia lamblia y Entamoceba histolyvtica.

Giardia lamblia, también conocida como Giardia duodenalis o Giardia intestinalis, es un
pardsito protozoario* decl intestino delgado que causa morbilidad extensiva alrededor del
mundo, y ¢s cl agente causal del padecimiento conocido como giardiosis.' A continuacion se
mencionan los aspectos mis importantes sobre este microorganismo y la enfermedad que

ocasiona.

1.1.1. Taxonomia

Los protozoarios se clasifican dentro del reino protista, en ¢l subreino Protozoa. Este
subreino se cncucntra dividido en sicte phylum: Sarcomastigophora, Labyrinthomorpha,
Apicomplexa, Microsporal, Ascetospora, Mixospora y Ciliophora. Dentro del phylum
Sarcomastigophora se encucntran los subphylum Mastigophora y Sarcodina. Giardia lamblia
se clasifica en ¢l subphylum Afastigophora donde s¢ cncucntran los protozoarios cuya
movilidad sc lleva a cabo por mcdio de flagelos.> En la Tabla 1 sc puede observar la

clasificacion taxondmica completa de Giardia lamblia.

* Pr io: Organi icclular cucariote que carece de pared cclular. El citoplasma de cada protozoatio

"

esta totalmente envuclto en una Gnica 1l da membrana plasmitica, que scpara ¢l interior def

exterior y permite la entrada y salida de algunas sustancias.*®




ANTECEDENTES

Tabla 1. Clasificacién taxondmica de Giardia lambli

Reino Protista

Subreino Protozoa

Phylum Sarcomastigophora
Subphylum  Mastigophora
Clasc Zoomastigophora
Orden Diplomonadida
Familia Hexamitidae
Genero Giardia

Especic Lamblia

1.1.2. Morfologia
Morfolégicamente Giardia lamblia adopta dos estadios a lo largo de su ciclo de vida:

a) Trofozoito: Es el estadio vegetativo, habitante del intestino. Es un organismo que
generalmente se encucntra dentro del rango de 10 a 15 pm de longitud y 6 a 10 pm de ancho,
presenta una morfologia caracteristica ¢en forma de pera, posee simetria bilateral,” con un
extremo anterior ancho y un extremo posterior sumamente delgado, su superficic dorsal es
convexa, ¢n la parte anterior posce una estructura llamada disco ventral o suctorio con la cual
se fija firmemente a la superficie epitelial, presenta ademads una parte central rigida llamada
axoncma o axostilo que ticne como funcidén servir de esqueleto, sobre el sc cncuentran
estructuras llamadas blefaroblastos o cucrpos parabasales de las cuales nacen ocho flagelos,
posce dos nuclcos idénticos, y ademas presenta un par de cuerpos medios distintivos.*

b) Quiste: Es ¢l cstadio mas pequeno y os transmisible de infeccion, ya que resiste las
condiciones adversas del medio ambiente.* Generalmente presenta de 8 a 12 jum de longitud
y 7 a 10 um de ancho, dentro de é1 se localizan 2 a 4 micleos dependiendo de la ctapa de
divisidon en la que se encucntre, también cuenta con cucrpos medios, cuerpos parabasales y
elementos estructurales del disco suctorio y flagelos.” En Ia Esquema | s¢ muestra la

representacion csquematica de ambas estructuras.

Neacless Nixioos
/Mc
Disce 4
sucteria
E 1. Repr i ati del  Trofozoito

(izc;uicrdn) y Quiste (derecha) de Gi:;rdia lamblia.?
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1.1.3. Ciclo bioldgico

Giardia lamblia presenta un ciclo de vida, que se muestra cn la Esquema 2 y se explica en
dctalle a continuacion:
A) Transmisién. Giardia lamblia sc encuentra principalmente cn mamiferos, incluyendo
humanos, gatos, perros, caslores y ganado vacuno.! La transmisién sc realiza
predominantemente por via fecal-oral ya que se efectia por la ingestion de quistes viables en
agua, bebidas y alimentos contaminados, provenientes de las heces,® también por ¢l contacto
intimo entre individuos infectados con no infectados como en el caso de las pricticas sexuales
que incluyen contacto oral anal,” o bien la transmisién entre nifjos en centros de cuidado
diumos y salas dc cuna y también entre otros sujctos intermados en diversas instituciones. No
se nccesita la intervencion de un huésped intermediario, pero algunas especies de mamiferos
sirven como reservorios de la infeccion.’
B) Desenquistamiento. Este se cefectia inmediatamente después de la ingestion de los
quistes. Es originado por ¢l pH bajo que se encuentra después de la salida del estomago en la
parte superior del intestino delgado y da lugar al estadio de trofozoito. El desenquistamiento
conduce a una colonizacién rapida del intestino delgado por los trofozoitos, especificamente
duodeno y yeyuno donde atacan la mucosa intestinal usando su disco suctorio.” En ocasiones
los trofozoitos también colonizan los conductos biliares y la vesicula biliar.®
C) Reproduccién de trofozoitos. Los trofozoitos se multiplican ripidamentc mediante un
proceso complicado de fision binana longitudinal que incluye la division del nucleo, después
cl aparato ncuromotor (flagelos, axonema) y el disco suctorio, enscguida la separacion del
citoplasma, de tal manera que sc forman dos trofozoitos hijos.® Los trofozoitos pucden llevar
a cabo algunas formas de reproduccion sexual.”
D) Enquistamicnto. Cuando los trofozoitos pasan a la region posterior del intestino delgado
se lleva a cabo ¢l enquistamicnto, ¢l cual parcce ser iniciado por la presencia de sales biliares
cn dicha region dando lugar al estadio de quiste. Una vez que sc encuentra en dicho cstadio se
lleva a cabo la reproduccién asexual con division nuclear que precede o continua a la
formacién de la pared quistica, produciecndo un quiste con cuatro nicleos.”
E) Reinfeccién. Sc pucdce llevar a cabo principalmente por la ingestiéon de quistes los cuales
pueden permanecer sin infectar por al menos dos meses bajo condiciones apropiadas de
temperatura y humedad.” Por otra parte los trofozoitos pucden pasar a las heces en casos de
diarrca aguda, y de esta mancra ser fuente de infeccion, especialmente en situaciones donde la
trasmisién dirccta entre individuos c¢s probablc que ocumma.'® Aunque los trofozoitos son mas

labiles quc los quistes y tienen una capacidad de supervivencia en el ambiente limitada,
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algunas infecciones indican quec pucden pasar a través del estébmago sobreviviendo a las

secreciones gastricas y establecerse de nuevo en ¢l intestino delgado.”

Esquema 2. Ciclo biologico de Giardia lamblia:
C) Reproduccion de trofozoi E i i




ANTECEDENTES

1.1.4. Epidcmiologia

La giardiosis ¢s de distribucidon cosmopolita, mis comin en climas calidos que en
frios.® Esta enfermedad sc ubica como una de las 10 principales parasitosis de! ser humano. Se
considera un problema urgente de salud publica en algunos paises desarrollados donde tiene la
distincion de ser c¢l pardsito intestinal humano mas reportado y en los paises e¢n vias de
desarrollo donde se presenta como una infeccién recurrente en la niftez.” Se estima que 280
millones de personas en ¢! mundo estan infectadas y presenta una mortandad anual de 10000
fallecimicentos,'? aunque se presenta con cifras de frecuencia muy variables dependiendo de
las condiciones sanitarias dc cada region y del nivel educativo de la poblacién.’’ Las
infecciones por Giardia lamblia son mias frecuentes en niflos que en adultos, pero la
predisposicién a la giardiosis existe en todas las cdades, sicmpre y dondequicra que haya
oportunidad de contagio.* La transmision directa entre hombres homosexuales se ha

incrementado y sc considera significativa en la epidemiologia de la giardiosis.”

1.1.5. Patogenia

La determinacion de la patogéncsis es dificil debido a la amplia vanedad de
manifestaciones clinicas que sc presentan y que pueden ir desde enfermedad severa, hasta un
estado de portador asintomdtico. Sin embargo varias teorias han sido aceptadas. Algunas de
las mas comuncs incluyen:

e La habilidad del protozoario de causar daio directo a la mucosa intestinal debido a
la adherencia con su disco suctorio.' En la Esquema 3 sc¢ muestra cl daio
ocasionado a dicha mucosa. Los hallazgos histopatoloégicos mas cominmente
reportados son acortamicnto y engrosamicnto de las vellosidades intestinales,
hipercclularidad de Ia 1dmina propia e inflamacién aguda de 1a mucosa.'?

e Reduccion de la actividad de enzimas disacaridasas debido al dafio provocado a las
mucosas del borde de cepillo y por la disminucién de las microveliosidades, lo que
finalmente llcva a un deterioro cn la digestion y mala absorcién.'

e Liberacién de Giardia de sustancias citotéxicas como tiol-proteasas y lectinas. '’

e Estimulacién de la respucsta inmune del huésped debido a liberacidn de citocinas ¢
inflamacién de la mucosa.’

e La superficie de Giardia, donde se encucntran protcinas ricas en cisteina, puede
sufrir variacién antigénica en ¢l humano y de esta mancra cvadir la deteccién

inmunolégica.'
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Esquema 3. Microfotografia clectronica de Giardia que muestra ¢l disco de
succidn y los flagelos; en ta superficic de la mucosa intestinal se pueden
observar las impresiones de los discos de succién. '

1.1.6. Manifestaciones clinicas

La mayoria dc los pacientes infectados con Giardia lamblia son asintomaticos. Sin
cmbargo, los sintomas clinicos tipicos dc giardiosis gencralmente inician de 1 a 3 scmanas
después de la ingestion de los quistes y cstan constituidos por nausca, vomito, diarrca aguda
de corta duracion, flatulencia, dolor, malestar y calambres abdominales. Otros sintomas
incluyen inflamacion, perdida de peso y anorexia. En Ia mayoria de los pacientes no tratados,
la infeccion se resuclve espontincamente y los sintomas desaparecen a las pocas semanas En
los casos de cnfermedad cronica, se observa mala absorcion dc grasas, lactosa, vitamina A y
vitamina B;;. En nifos s¢ ha obscrvado disminucién del crecimiento y pérdida de pcso.'
Debido a que en ocasioncs Giardia lamblia puede invadir la vesicula biliar, s¢ pucde

presentar en cstos pacientes asociados célico biliar ¢ ictericia.®

1.1.7. Tratamiento
A pesar de que Giardia lamblia es uno de los 10 principales parasitos en humanos, en

los iiltimos 20 afos no sc han prescntado avances en su tratamiento.'® La terapia actual sc
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encuentra formada por una serie de farmacos, presentados en ¢l Esquema 4, con los cuales no
sc obtiene la eficacia descada, particularmente debido a que los pacientes no completan el
tiempo de terapia,'® ademas de que algunos de estos farmacos son activos contra la flora
intestinal normal,'” y que presentan los efectos adversos y contraindicaciones inhcrentes a sus
uso.! Adicionalmente, se ha podido observar que en algunas ocasiones se han presentado

1”2

resistencias a algunas infecciones,’* asi como reacciones de hipersensibilidad e incluso
algunos de cllos son administrados por varios dias y pueden requerir varios tratamientos '* En

la Tabla 2 se presentan las indicaciones terapéuticas (posologia) para el uso de estos farmacos.

Tabla 2. Dosis recomendadas de Jos prncipales agentes indicados en el tratanuento de gandiosis "**

Farmaco Posologia

Metronidazol Adultos : 250 mg (1.46 mmol)/kg, tres veces al dia. durante 5 a 7 dias.
Pediatrica: 5 mg (0 029 mmol)kg, tres veces al dia, durante $ a 7 dias.

Tinidazol Adultos : 2 g (8.09 mmol), dosis tnica.
Pediatrica: SO mg(0 2 mmol)’kg. dosis Gnica (miximo 2 g ).

Quinacrina Adultos : 100 mg(0.25 mmolyVkg, tres veces al dia, durante S a 7 dias.
Pedidtrica: 2 mg (0.005 mmol)/kg, tres veces al dia, durante 7 dias.

Furazolidona Adultos : 100 mg (0. 444 mmol). cuatro veces al dia, durante 7 a 10 dias.
Pediatrica: 2 mg(0 009 mmolYkg, cuatro veces al dia, durante 10 dias

Paromomicina Adultos : 500 mg (0.812 mmol), tres veces al dia, durante 5 a 10 dias.
Pediatrica: 30 mg (0.049 mmol)/kg/dia, en tres dosis, durante 5 a 10 dias.

Nitazoxanida Adultos: 500 mg(1.63 mmol) dos veces al dia, durante tres dias.
Pedidtrica: 7.5 mg( 0.024 mmol)/kg dos veces al dia por tres dias.

A continuacién se enlistan los principales agentes tcrapéuticos utilizados como
agentes giardicidas asi como su eficacia, reacciones adversas y contraindicaciones.
® Nitroimidazoles. En este grupo dc compuestos, los principales agentes giardicidas son
el Metronidazol y el Tinidazol. aunque el primero es dec uso mias comun. El porcentaje
de eficacia es del 88 % para Metronidazol y de 87 % para cl Tinidazol. Los efectos
adversos mas cominmente observados, en este grupo de compuestos, son dolor de
cabeza, mareo, niusea, sabor metilico, disturbios gastrointestinales, pancreatitis
ocasional, urticaria y convulsiones. Se pueden presentar reacciones similares a la del

Disulfuram con la ingestion de alcohol. Es raro presentar, toxicidad del sistema
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nervioso central, neutropenia reversible, neuropatia periférica. Con ¢l uso prolongado

sc puede observar sensacidén de temblor. Se encuentran contraindicados cn paci

con embarazo, lactancia, alteraciones del sistema nervioso central y discrasias
sanguineas.'” El Mectronidazol presento actividad cancerigena cn ratas y ratones
machos y hembras. '’

Quinacrina. Sc introdujo primero para combatir ¢! paludismo, pero presenta una
cficacia terapéutica dct 90 % o mas como agente giardicida. Las principales reacciones
secundarias incluyen nausca y vémito, marco, ficbre, dolor de cabeza, disturbios
gastrointestinales, toxicidad ocular ocasional, ictericia, dermatitis exfoliativa,
decoloracidn de la piel y membranas mucosas. En pacicntes deficientes de la enzima
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa sc pucde presentar hemdlisis. Es raro que presenten
psicosis toxica.'’

Furazolidona. Otro nitroaromitico que resulta ser menos cfectivo que los agentes
antes mencionados, ya que presenta una eficacia terapéutica de 80 a 90 %. Sc ha
reportado con su uso los siguicntes cfcctos secundarios: hipcrscnsii)ilidad. niusca,
vémito, diarrea, cambio dc coloracidon de la orina. Con Ia ingestion de alcohol se
pucden prescntar reacciones similares a las del Disulfuram. En pacicntes con
administracién de inhibidores de la enzima monoaminooxidasa sc observan reacciones
desfavorables y se puede observar hemélisis en pacientes deficientes de la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Se encucntra contraindicado en pacientes con
tratamientos antidepresivos.'’ Presenta actividad cancerigena en ratones macho y
hembra y en ratas hembra.'”

Paromomicina. Es un aminoglucdsido que aunque presenta actividad contra Giardia
lamblia, e¢s generalmente mds baja que la de los Nitroimidazoles, Quinacrina o
Furazolidona, ya que presenta una cficacia terapéutica de 55 a 90 %. Sc ha observado
que pucde causar, en casos de administracidn sistémica, ototoxicidad y
nefrotoxicidad.'”’

Nitazoxanida. Es un agentc de amplio espectro contra protozoarios, helmintos y
algunas bacterias, que csta indicado en el tratamiento de la giardiosis, aunque ha
mostrado eficacia terapéutica limitada en México, 71 % en adultos y 78 % cn nifios.

Las reacciones adversas mds cc son na cefalea, anorexia, vomito, malestar

epigastrico inespecifico y dolor abdominal de tipo célico.'®
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Debido a esto resulta importante la biisqueda de nuevos agentes con potencial actividad
giardicida quec no presenten los efectos secundarios mencionados anteriormente y que ademas
presente ventajas tales como dosis unica, estabilidad y economia, aunque dicho propdsito no
ha avanzado a la rapidez quc se requiere por los pocos estudios en Ia fisiologia y metabolismo
del parxisilo,7 asi como estudios de la relacion estructura actividad para entender la influencia
de la estructurn quimica cn la actividad antiparasitaria. En virtud de que se han obtenido
resultados positivos de algunos bencimidazoles con actividad giardicida, se continta

trabajando ¢n la bisqueda de un agente giardicida ideal en este grupo de compuestos.
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1.2. Bencimidazolcs
Los bencimidazoles como su nombre lo indica son anillos biciclicos en los cuales el
benceno se encuentra fusionado al heterociclo imidazol en Ia cara d.?°
La base, para ¢l interés en los bencimidazoles, como un nicleo del cual desarrollar
agentes quimioterapéuticos potenciales, fue establecida en los atos 1950, cuando se encontrd
que el 5,6-Dimetil-1-(a-D-ribofuranosil)bencimidazol, mostrado en ¢l Esquema S, formaba
parte de la estructura de la vitamina B12.%' Debido a este interés se obtuvicron cientos de
compuestos, los cuales presentan un amplio espectro de actividad biolégica como
antihelminticos, antimicrobianos, pesticidas, anticancerigenos, antiprotozoarios y otras
actividades farmacolégicas. Como consecuencia de la amplia funcionatidad relacionada con el
nucleo del bencimidazol, 1o facitidad de llevar a cabo varias reacciones organicas en dicho
nucleo, y su asociacion con biomoléculas se ha presentado un amplio interés por parte de
varios laboratorios de todo ¢! mundo para explorar su sintesis y cfectos biologicos.”? En estos
antecedentes tinicamente se mencionan sus actividades biologicas como antiprotozoarios y

antihelminticos por scr las de interés en nuestro grupo de trabajo.

HO o
H H
CH,
CH, N
Esquema 5. 5.6-Dimetil-1-(a-D-nbofuranosit)bencimidazol

1.2.1. Bencimidazoles como antihelminticos.

Las infecciones causadas por helmintos (helmintiosis) son conocidas, tanto en los
animales domésticos, como en los humanos. La magnitud de estas parasitosis ¢s tan grande
que en la actualidad representa el grupo mas importante de infecciones sobre ¢l planeta, donde
afectan a mis de 2000 millones de personas.?

El descubrimicnto, hecho por Brown y colaboradores (1961) de que el Tiabendazol
(Esquema 6), un bencimidazol con un anillo de tiazol en la posicion 2, presentaba actividad
potentc contra ncmatodos gastrointestinales fue ¢l punto dc partida para obtener

bencimidazoles como antihelminticos de amplio espectro, contra parasitos de importancia en
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la medicina veterinaria y clinica, aunque ¢n la actualidad su emplco en seres humanos ha
disminuido dcbido a su toxicidad relativa. Entre los cientos de derivados probados, los que
mayor utilidad terapéutica han presentado, son aquellos que ticnen modificaciones en las
posiciones 2 y 5 0 en ambas del anillo bencimidazol, especificamente un grupo carbamato de
metilo en la posicidn 2, ya que este patron de sustitucion le conficre a la molécula mayor vida
media, alta polaridad y baja biodisponibilidad.” Generalmente los bencimidazoles 2-
carbamato de metilo, Albendazol, Mebendazol (MBZ), Fenbendazol., presentados en el
Esquema 6, presentan  insolubilidad acuosa debido a los puentes de hidrégeno
intermoleculares, que sc forman cn la molécula del bencimidazol, como se¢ mucestra en el
Esquema 7. Lo anterior lleva a una biodisponibilidad baja, como ya se menciond, y en
consecucncia una respuesta terapéutica poco favorable, por lo que su uso sc limita al
tratamicnto de helmintiosis intestinales.** Estc grupo de fairmacos presentan amplio espectro
de actividad cn contra de diferentes parasitos, los cuales incluyen nematodos, tales como
Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis (oxiurios), Trichuris trichuria (tricocefalos),
Ancylostoma duodenale y Necator americanus (uncinarias), Triquinella spiralis, Capillaria
philippinensis entre otros, ya sea en infecciones unicas o mixtas. El Albendazol se ha
utilizado en ¢! tratamicnto de infecciones producidas por algunos cestodos y sc ha convertido
en el medicamento mas indicado cn la ncurocisticercosis y también contra la hidiatosis
quistica producida por la larva dc los cestodos Echinococcus multilocularis y Echinococcus

granulosus. °
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Esquema 7. Pucntes de hidrégeno intermoleculares en
b idazoles 2-carb de metilo.

Respecto a su mecanismo de accion, se sabe que, los bencimidazoles ocasionan
muchos cambios bioquimicos en nematodos sensibles, por ejemplo, inhibicién de 1a fumarato
reductasa de mitocondrias, disminucién del transporte de glucosa y desacoplamiento de la
fosforilizacion oxidativa. No obstantc, hay prucbas de peso de que ¢l principal mecanismo de
accién de los bencimidazoles 2-carbamato de metilo, es la inhibicién de la polimerizacién de
la - tubulina, para formar ¢l microtibulo nuclear, afectando la divisién mitdtica de la célula.
La toxicidad sclcctiva de dichos compuestos depende la unidn especifica y muy avida con la
B-tubulina del parasito que sc¢ produce con concentraciones mucho menores de las que se

necesitan para unirse a proteinas dc mamiferos.®

1.2.2. Bencimidazoles como auntiprotozoarios.
Hasta hace poco se consideraba que los bencimidazoles 2-carbamato de metilo,

inicamente presentaban actividad antihclmintica; sin embargo, tomando en consideraciéon que
el citoesqueleto de Giardia lamblia, se encuentra formado por microtibulos los cuales
contienen como proteina principal tubulina, la cual también forma parte del disco suctorio, s¢
pensé que al ser csta proteina blanco dc accion de los bencimidazoles, se podrian utilizar

como agentes giardicidas.?®
14
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A raiz de lo anterior sc han llevado a cabo estudios in vivo ¢ in vitro con la finalidad
de evaluar la eficacia del MBZ y ¢l Albendazol contra Giardia lamblia. los resultados
obtenidos se presentan a continuacién:

o Estudios in vifro. La habilidad del Albendazol para afectar 1a morfologia, adherencia

y viabilidad de los trofozoitos de Giardia lamblia, fue mayor que la del Metronidazol

o Tinidazol.>*?* Por otra parte, cn la Tabla 3, s¢ presentan los resultados obtenidos al

evaluar las susceptibilidad Giardia lamblia, a algunos agentes giardicidas, a partir de

estos resultados se hace notar que ¢l Albendazol y ¢l Mcbendazol, resultaron ser
mcjores agentes giardicidas que el Tinidazol, Mctronidazol y Furazolidona.’

Anteriormente se informéd que tanto el Albendazo! como ¢l MBZ fueron mas efectivos

que la Quinacrina in vitro.!

v Estudios in vivo. Sc han realizado varios cstudios clinicos, con Mebendazol y

Albendazol, tanto en adultos como cn nifios. Los resultados obtenidos, a partir de estos

estudios, muestran variabilidad respecto a su cficacia y cn ellos s¢ ha tratado de

. 7
obtencr ¢l esquema terapéutico adecuado."?

Uno de los principales problemas que presentan ¢l MBZ y ¢l Albendazol, es su
insolubilidad acuosa, como ya sc menciond cn el apartado 1.2.1.; probablemente, dicha
insolubilidad sca la causa dc los resultados obtenidos en los estudios para cvaluar su eficacia
clinica como agentes giardicidas (cstudios in vive), ya quc ocasiona que una proporcién
razonable dc la dosis administrada permanczea en cl tracto gastrointestinal,?® en forma sélida,
no permiticndo que alcance la mucosa de duodeno y yeyuno; al mismo ticmpo se¢ impide la
cntrada de! compuesto, por difusion pasiva, al interior de Giardia lamblia; lo que no sucede
cuando cstos compuestos actian como agentes antihclminticos, debido a que los helmintos
prescntan sistemas digestivos que les permiten ingerir ¢l compuesto en forma sélida,

Debido a lo anterior, en nucstro grupo dce trabajo, se utilizaron estrategias tales como
la optimizacién farmacéutica del Albendazol, mediante la sintesis de profdrmacos del tipo
derivados biorreversibles y bioprecursores de este principio activo, con la finalidad de mejorar
su solubilidad acuosa, obteniéndose resultados positivos en dicho intento. En este trabajo de
tesis se pretende realizar la optimizacion farmacéutica del MBZ, con la misma finalidad de la
1.28

realizada con el Albendazo Debido a lo anterior sc mencionan a continuacién, algunos

aspectos importantes del Mebendazol, ¢l principio activo de interés en cste trabajo.
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Tabla 3. Susceptibilidad de Giardia lamblia » alg 8

Agente antimicrobiano Cl 50" Clso” CLM®
(mg/L) (mg/L) (mg/L)

Albendazol 0.01 0.02 0.03-0.04
Mebendazol 0.06 0.13 0.20-0.50
Tinidazol 0.14 0.44 0.50-1.00
Metronidazol 0.21 1.28 1.00-5.00
Furazolidona 0.62 2.10 5.00-10.00

*Clgp, 50 % de acién inhibitoria, acion de farmaco que inhibe el S0 % del crecimiento

® Clgo, 90% de acién inhibitoria; de similar a !a Clyo.
CLM, acion minima letal, acién mds baja del farmaco en la cual sc observa que no sobreviven

los trofozoitos en subcultivos.

1.2.3. Mcbendazol

El MBZ (Vermox), ¢s uno dc los bencimidazoles antihelminticos de n.mplio espectro
indicados cn la terapia humana, su utilizacién ha disminuido por su pobre absorcion a través
del tracto gastrointestinal, toxicidad embriotdxica y teratogénica en animales, y su inhabilidad
para climinar todos los helmintos intestinales.”® Recientemente, en 1996, la agencia de
regulacion sanitaria de los Estados Unidos (FDA), la Unidn Europca y Japén, lievaron a cabo
un andlisis retrospectivo como parte de una Conferencia Intemacional de Armonizacion
(ICH), con la finalidad de cvaluar las prucbas de carcinogenicidad, en ratas y mtoncs, a partir
dc la base de datos de la FDA, algunos de los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.
A partir de cllos se pucde deducir que ¢l Mebendazol no resulto ser cancerigeno para ratas y
ratones, cn comparacién con otros agentes giardicidas ( Metronidazol y Furazolidona).'’

Por otra partc sc sabe que ¢l MBZ se liga en una proporcion de 95 % a las proteinas
plasmaticas. La poca biodisponibilidad sistémica (22 %) dcl MBZ ¢s consecuencia de una
combinacion de absorcién deficiente y metabolismo rapido de primer paso por ¢l higado. El
MBZ es primero absorbido, metabolizado por el higado y subsecuentemente excretado en la
bilis.” Solamente una porcién cstructural del firmaco es biotransformado en los metabolitos
5(6)-(1-Fenil-1-hidroxi)mectil-2-mctoxicarbonilamino-1 H-bencimidazol (MBZ-OH) y 2-
Amino-5(6)-benzoil-14-bencimidazol,’° cuyas estructuras s¢ presentan en ¢l Esquema 8. El
primero de ellos es el principal metabolito (>99 %) resultado de la reduccion del carbonilo a
un alcohol secundario y que se identific6 como un conjugado glucoronido o sulfato. Esta

reduccion, se propuso que ocurre en ¢l intestino grueso antes de la absorcion, es una reaccion
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comiin debido a la alta concentracién de microftora intestinal en csta region, y a su naturaleza
anaerébica,®

Aunque las enzimas especificas responsables de la reduccién del MBZ no fucron
identificadas, se conocen una gran cantidad de cetonas reductasas. Las caracteristicas de esta
clase de enzimas incluyen una distribucién tisular ubicua, localizacién citoplasmica (opuesta a
la microsomal), preferencia por NADPH como cofactor y bajo peso molecular. Las cetonas
reductasas juegan un papel importante en la detoxificacién. Muchos de los sustratos que
contienen carbonilos son muy lipofilicos, y Ia reduccion al alcohol secundario proporciona
una ruta para incrementar su solubilidad acuosa asi como también la introduccién de grupos
funcionales capaces de participar en reacciones de tipo fase II (conjugacién).”®

Otros mctabolitos identificados del MBZ, incluyen los productos de hidrélisis del
carbamato, la amina y cl alcohol amina (Esquema 8), este ultimo es producido a través de una
combinacion de reduccién del carbonilo y la hidrdlisis del carbamato. Ambos productos se
encuentran cn forma libre y como conjugados. Estudios adicionales con los metabolitos
aislados indican que la reduccion del carbonilo ocurre antes de la hidrélisis del carbamato. '

El MBZ-OH exhibe potente actividad antihclmintica, menor a la del MBZ, aunque es la
forma principal en cl plasma dc oveja y de perro y es mas embriotéxico que el Mcbendazol.
Como regla general, la hidrélisis del grupo carbamato a la amina, elimina tanto la actividad
biolégica como la toxicidad.>®

Por otra parte, cn un cstudio in vitro, rcalizado en 1984, con la finalidad de ver la
relacién estructura actividad de bencimidazol carbamatos como inhibidores de la
polimerizacién de tubulina de mamiferos, sc observo que el MBZ-OH rcsultéd ser menos afin a
la tubulina presente en cerebro de oveja comparado con ¢l MBZ, ya que ¢l MBZ-OH presentéd
un Clso (concentracién requerida para inhibir la velocidad de polimerizacion en un 50 %) de
70 uM, en tanto que ¢l MBZ presentd un Clso de 6.1uM. Los valores de Clso obtenidos cn
este estudio presentan bucna correlacidn con valores reportados previamente, en los cuales se
utilizé tubulina dc cerebro de bovino y de cerebro de oveja.’! Estos resultados muestrun que el
MBZ-OH resulta ser menos afin que ¢l MBZ a la tubulina de mamiferos, lo que indica menor
toxicidad para ¢l huésped (humano) y tal vez su mecanismo de accién antihelmintico no se
dcba a unidén a tubulina, indicando que ¢s necesario realizar mis estudios para conocer dicho
mecanismo, o bien realizar estudios para ver en que proporcidén sc unc a la tubulina de

helmintos y protozoarios.
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Tabla 4. Resultados de prucbas de carcinogenicidad en ratas y ratoncs para alg g gardicidas **
Farmaco Rata macho Rata hembra Ratén macho Ratdén hembra
Furazolidona - + + +
Mebendazol - - - -
Metronidazol + + + +

1.3. Los profarmacos ¢n la investigacién Quimica Farmacéutica

En algunas ocasiones, las propiedades fisicas y quimicas de los compuestos que
presentan alguna actividad bioldgica de interés terapéutico, como ¢n cste caso, ¢l MBZ, no
pucden ser sicmpre del todo satisfactorias. Los grupos funcionales que posecen, pueden
provocar una absorcién muy pobre o una distribucion inadecuada en el organismo; o bien,
pueden ser la causa de la inestabilidad del firmaco, ya sca por reaccién quimica o por
destruccién metabédlica cn ¢l higado u otros 6rganos. Esto puede dar lugar a perfiles
farmacocinéticos inadecuados para los fines terapéuticos perseguidos. Ante tal situacién, la
administracién de estas sustancias sc encuentra limitada y su utilidad clinica s de ambito

restringido.’*

1.3.1. Proccsos para la optimizacién del comportamicnto biolégico de farmacos.

Para tratar de climinar los inconvenientes que presentan algunos farmacos cn su
comportamiento biolégico, se utilizan recursos biologicos, fisicos y quimicos.** Las lineas de
investigacion que estos estudios llevan a cabo sc agrupan bajo el nombre de optimizacién del
comportamicnto biolégico de los fairmacos.”®

Los recursos bioldgicos implican cambios cn las rutas de administracion. Por cjeruplo,
cl uso dc inycctables para acelerar ¢l inicio de la accion del farmaco, incrementar su
concentracion en sangre, y climinar las irritacioncs gastricas. La utilidad de este recurso csta
limitada porque las rutas de administracién parenterales son siempre menos inconvenicntes
que la administracién oral.’® En ¢l caso del Mcbendazol, cste recurso no ha podido ser
aplicado, ya que la insolubilidad acuosa de estc compuesto no permite cambiar su ruta de
administracién oral.

Una versatilidad mas amplia lo presentan los recursos fisicos. Algunas veces una
formulacion adecuada (microencapsulacién, liberacion sostenida) puedc superar las

desventajas fisicoquimicas y farmacolégicas que presente ¢l firmaco.*
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Por su parte, los recursos quimicos ofrecen el mayor grado de flexibilidad para lograr
la optimizacién del comportamicnto biolégico.** *® En este rubro, dos alternativas de trabajo
pucden ser consideradas. La primera y mas utilizada, se denomina  optimizacion
farmacodinamica,®” la cual consiste en realizar modificaciones estructurales a un principio
activo (prototipo), con ¢l propésito de obtencr derivados, denominados andlogos, con mayor

3839 Estos cambios no siempre cumplen

potencia terapéutica o indice terapéutico mas amplio.
con su cometido de optimizacién; ya que en ocasiones, provocan la pérdida total de Ia
actividad o cl encuentro de una nucva molécula con propicdades farmacologicas difcrentes.”
En el arca de investigacion de los bencimidazoles 2-carbamato de metilo, la bisqueda de
anidlogos sc ha realizado con moléculas como ¢l Albendazol, Mebendazol, Flubendazol y
Fenbendazol, que hoy en dia se utilizan en ¢l campo clinico para combatir parasitos en
medicina humana o veterinaria.***' En ningin caso sc logré mejorar la solubilidad acuosa de
estos principios activos, por lo que su uso quedd practicamente restringido al tracto
gastrointestinal,

En la segunda altemativa, denominada optimizacion famlncoéinélicn;‘"" las
modificaciones son dirigidas a lograr una mejor cficacia cn el comportamiento de absorcidn,
distribucidon, mctabolismo y excrecién, asi como, hacer mas selectiva la accion biologica de
un principio activo utilizado cn la clinica en ctapa de investigacién preclinica. Dentro de este

42,4344
243, y los

ambito, existen dos discfios cualitativamente bicn establecidos, los profarmacos
farmacos “suaves™.*>** Con frecuencia, los procedimientos para desarrollarlos resultan scr
més econdmicos, que la bisqueda de nucvos andlogos que pudicsen servir de prototipos para

una optimizacién farmacodinimica.*’

1.3.2. Estratcgias para cl disciio de profirmacos.
En virtud que, tanto los profdrmacos y los farmacos * suaves”, son dos alternativas de
optimizacion farmacocinética de fimmacos, es importantc tecner en cucnta las diferencias

conceptuales que concicmen a cada uno de ellos.

1.3.2.1. Los profarmacos y los firmacos “suaves”.
e Un profarmaco cs un compuesto farmacolégicamente inactivo que requicre de una
transformacion espontinca o enzimatica, dentro del organismo, para poder liberar
o generar al farmaco, y que sca este iltimo quien pueda cjercer la accion

terapéutica,***
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e El farmaco *‘suave” representa la idea contraria de los profarmacos, ya que son

entidades biolégicamente activas, las cuales una vez que han cjercido su accién

terapéutica, se desactivan metabolitamente para ser excrctados rapidamente del

: 4
organismo. s

Los profarmacos son utilizados para principios activos con problemas de formulacion,

absorcién, metabolismo o sclectividad de accién ( direccionamiento).*® Por otro lado los

farmacos “suaves” sc recomiendan para moléculas con problemas de excrecion o toxicidad

por su distribucién.*®

Para cl caso del Mebendazol, cuyo problema principal es su insolubilidad acuosa, se

ve como alternativa la sintesis de profdrmacos para modificar dicha insolubilidad.

1.3.2.2. Clasificacién de los profarmacos.

En la actualidad existen varios critcrios para clasificar a los profarmacos, los cuales

consideran sus caracteristicas estructurales y el comportamicato que van a presentar dentro

del organismo.*” Los diferentes criterios de clasificacidn sc presentan en la Tabla 5:
B p

Tabla 5. Criterios de clasificacidn para los profarmacos.*’

Clasificacién

Tipo

1. Quimica

2. Mecanismos de activacion

3. Direccionamiento

Bioprecursores

Derivados biotreversibles

Sistemas de liberacién Quimica selectiva

Profdnmacos macromoleculares

Profirmacos  secuenciales: Terapia  anticuerpo-cnzima
profirmaco (ADEPT)

Enzimdticos:

®  Presentan variabilidad bioldgica

= Dificultades de optimizacién
No enzimdticos:

= No presentan variabilidad bioldgica
Menos dificultades para optimizar
* Dificultades por incstables

Mcdiante 1a bioactivacién selectiva en un tejido (ADEPT)
Mecdiante un sistema de liberacién quimica selectiva
Mediante un sistema de transporte selectivo hacia un tejido
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1.3.2.3. Diferencias entre los bioprecursores y los derivados biorreversibles

Los tipos de profarmacos que se han considcrado como la primera alternativa para la
optimizacién de las propicdades de un farmaco. son los bioprecursores y los derivados
biorreversibles, los cuales dificren entre si por sus caracteristicas estructurales y la forma en
como sc¢ espera su biotransformacion.*® A continuacion se explica la diferencia conceptual

entre ambos tipos de proférmacos y se ilustra en ¢l 2squema 9.

e Bioprecursores: son aqucllos compuestos que formalmente no presentan la estructura del
principio activo, pero una vez dentro del arganismo, lo generan mediante reacciones de
reduccién, oxidacién o hidrélisis, 4

e Derivados biorreversibles: Son aqucllos compucstos que presentan la estructura del
principio activo, al cual se le ha adicionado una porcién estructural, denominada
modificador, que cambiard temporalmente las propicdades fisicoquimicas del farmaco.
Este tipo de compuestos liberan al principio activo mediante reacciones de hidrolisis,

. . . R N )
oxidaciones o reducciones, 3434

FARMACO

Genera Libera

BIOPRECURSOR DERIVADO BIORREVERSIBLE

Esquema 9. Diferencia coneeptual entre un bioprecursor y un derivado biorreversible

Por la forma en como cstdn constituidos las bioprecursores y los derivados biorreversibles
van a presentar algunas difcrencias cn sus caracteristicas fisicoquimicas, mismas que pucden
convertirse cn ventajas o desventajas segan sea el caso particular de que se trate.***** Estas

diferencias sc presentan en la Tabla 6:

Tabla 6. Difcrencias operativas entre un derivado biorreversible y un bioprecursor

Caracteristicas  Derivado biorreversible Bioprecursor

Constituciéon Principio activo mas modificador No presenta al principio activo

Liposolubilidad Fuertemente modificada Ligeramente modificada

Bioactivacion Liberacion o reconversion del Generacion del principio activo
principio activo por hidrolisis, por oxidacion, reducciéon o
oxidacién o reduccién hidrolisis.

Estabilidad Problemas dc cstabilidad en solucién Estables en solucion acuosa
acuosa

Catalisis Quimica o enzimatica Solamente enzimatica
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En ¢l caso dcl Mcbendazol, se ve como altemativa de sintesis, los profirmacos de tipo
derivado biorreversible, ya que cste tipo de profairmacos presenta la estructura del principio
activo, neccsaria para la actividad giardicida, y es posible adicionar un modificador, mediante
una modificacioén estructural.
1.3.2.4 Criterios para la claboracién dc derivados biorreversibles.*?

Para la claboracion de los derivados biomreversibles se deben tomar en cuenta los
siguientes lincamientos:

1) La unién entre el farmaco y ¢l modificador es generalmente un enlace covalente.

2) La unién entre cl fainmaco y ¢l modificador debe de romperse in vivo.

3) La liberacion del farmaco debe ser cinéticamente rapida para asegurar niveles
efectivos del principio activo en los sitios de accion, y/o minimizar ¢l metabolismo del
profirmaco como tal , o la gradual inactivacién del farmaco mismo.

4) El derivado asi como ¢l modificador liberado in vivo deben presentar un riesgo

minimo de toxicidad a las concentraciones utilizadas.

1.3.2.4.1. Tipos estructurales de derivados biorreversibles.*’

Respecto a los tipos estructurales de derivados biorreversibles se encuentran:*!

e Bipartita: sc forma por la union del principio activo al modificador, [modificador-
farmaco).

e Tripartita: ¢l modificador y ¢l profarmaco son cnlazados por un tercer componente
estructural llamado acoplador: [modificador-acoplador-farmaco]. El acoplador no le
confiere alguna propicdad fisicoquimica al firmaco.

e Profirmaco doblc o pre-profirmaco: cstos sc caracterizan por la presencia de dos
modificadores [modificador-modificador-farmaco]. Algunas veces uno de los
modificadores presenta propicdades fisicoquimicas diferentes al farmaco y ¢l otro sirve
para rcalizar una liberacién selectiva del mismo. En otras ocasiones, un modificador
bloquea un sitio de biotransformacion y ¢l otro sirve como acarreador del fairmaco a través
dc las membranas.

e Profirmaco mutuo: s¢ forman por el acoplamiento dc dos principios activos {farmaco,-

farmaco;]. Esta union puede darse de forma directa o mediante un acoplador.

Para agentcs antiparasitarios de administracién no prolongada, como ¢! Mebendazol,
existe la libertad de utilizar cualquiera de las variantes estructurales anteriores.
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1.3.3. Los Pro-bencimidazoles

En cl campo de investigacion de los bencimidazoles, sc ha utilizado la estrategia de los
profirmacos con el propésito fundamental de incrementar la cscasa solubilidad acuosa que
presentan cste tipo de compuestos. Los profarmacos diseilados y sintctizados reciben ¢l
nombre de pro-bencimidazoles.*™*' En ¢l Esquema 10 se prescntan algunos de los pro-
bencimidazoles que sc encuentran en fase de investigacién preclinica en medicina
veterinaria.®!

Uno de estos pro-bencimidazoles es el Netobimin, el cual fue disefado como un
bioprecursor del Albendazol,* y cuya cvaluacion se ha llevado a cabo en animales
domésticos.*?** Aunque dichos trabajos han mostrado que este bioprecursor ha gencrado al
Albendazol, asi como ha sus metabolitos, no ha logrado supcrar las concentraciones de cstos
dltimos, cuando  se  compara  su administrucion con el Albendazol  en  dosis
cquimolcculares.’2*3** Es probable que este comportamicnto sca debido a que ¢l Netobimin,*®
presenta un comportamicnto zwitterién a los valores de pH dcl tracto gastrointestinal, lo que
merma su capacidad para disolverse en el lumen intestinal. -

Otros bioprecursores de bencimidazoles 2-carbamato de mectilo como ¢l Pro-
mebendazol, ¢l Febantel y ¢l Tiofanato, sc¢ presentan como compucstos en donde la
generacion de la porcion 2-imidazol-carbamato de metilo, sc lleva a cabo mediante una
reaccién de ciclacion intramolecular. Estos bioprecursores no presentan comportamiento de
zwitterion cn las condiciones de acidez gastrointestinal, por lo que las perspectivas para
absorbersc son bucnas.®'

En el Esquema 11 sc presentan dos bioprecursores del tipo NN -disustituidos cuyos
resultados fucron favorables para cl proposito de su disefo, y que los hacen atractivos pnl.'a
mas amplia investigacién. En ¢l primer caso, se trata de un bioprecursor del Mebendazol, el
Pro-mebendazol. En cl trabajo realizado, se mostrd que la ciclacién intramolecular, cn cl cual
el grupo amino sc comporta como nucleofilo, fuc favorecida al incrementar los valores de pH.
La conversion fuc practicamentc cuantitativa a valores de pH mayores a 7.0, sin embargo, no
se realizaron estudios bioldgicos con cste compuesto.’’

El scgundo caso trata sobre un bioprecursor del 5-Trifluorometil-2-bencimidazol
carbamato de metilo.*® Este disefio, al igual que en ¢l del Netobimin, considerd que en
primera instancia, se deberia de Hevar a cabo 1a reduccién del grupo nitro a grupo amino, y
luego la reaccion de ciclacion intramolecular, para dar lugar al bencimidazol 2 carbamato de
metilo. Cabe hacer mencion que cn este bioprecursor, Ia ubicacién del grupo nitro, en relacion
al sustituyente de la posicion 5 del bencimidazol 2 carbamato de metilo, difiere de la que
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presenta el Netobimin. En este trabajo, se administré ¢l bioprecursor a gerbos infectados con
Echinococcus multilocularis en tcjido pulmonar. Los resultados mostraron una regresion de la
infeccion, la cual fue atribuida a que ¢l bioprecursor generaba al correspondiente
bencimidazol, ¢l cual es activo contra cstc pnrﬁsilo."

Por lo que respecta a los derivados biorreversibles, basicamente las modificaciones,
parn la optimizacion farmacéutica, s¢ han llevado a cabo al adicionar alguna porcién
estructural, a los nitrégenos de la porcion imidazol de estos antiparasitarios. Como cjemplo,
podemos citar al Metoxicarbonilmebendazol, ¢l cual cuando se administré a concjos, logrd
incrementar la cantidad del principio activo ¢n ¢l plasma en relacion a aquellos animales que

solo recibicron Mebendazol en cantidades equimoleculares.®®

|
N\ NHOOCH,
>—'N“C°*C“’ NHC==NOOCH,
ril |
0==CNHCO,CH,
Nliﬁlllzwl,
Benoniil o
(Dcrivado biotreversible) Febantel
(Bioprecursor)
s N NHCSNHCO,CH,CH,

\>—Nnco,cu,
N
) NHCSNHCO,CH,CH,
CO,CH,

Mectoxicarbonilfenbendazol Tiofanato

(Derivado biorreversible) (Bioprecursor)

Q NHCH,CH,S0,H
NHCSNHCO,CH, oy e, =CHEOCH,
|
O

NH, NO,

Promebendazol

(Bioprecurosor) Netobimin
(Bioprecursor)
E 10. Pro-bencimidazoles de b imidazoles 2-carb de metilo
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Todos estos estudios muestran que es factible utilizar la estrategia de los profirmacos
para tratar de optimizar ¢l comportamicnto biolégico de bencimidazoles 2-carbamato de

metilo, en especial la del Mebendazol.

1.3.4. La liposolubilidad y 1a solubilidad acuosa en la actividad bloldégica
A menos que un compucsto activo alcance su sitio de accion dentro del organismo en
cantidad suficientc para mostrar su eficacia tcrapéutica, no scrd clinicamente til como

44
firmaco.

La cficacia dc la actividad bioldgica, depende en muchas ocasiones, de una
liberacién eficiente del compuesto en su sitio de accidn, dando lugar con esto a las mcjores
respucstas terapéuticas con un minimo de efectos colaterales o sccundanos. Pam que un
principio activo llegue a tener una liberacion eficiente, es necesanio que las dificultades
cncontradas en su absorcion, su distribucion , su metabolismo y su excrecion, no constituyan
las etapas criticas en su comportamicnto bioldgico. La optimizacion de las propiedades del
compuesto activo para lograr dicha liberaciéon es un proceso importante dentro de la ctapa de
discilo y desarrollo de farmacos y frecucntemente se convierte en la ctapa clave para que un

R . . . o
principio activo llcgue a convertirse en medicamento.***°

S O
it i o
NHONHOOCH,

T — OO

Bioprecursor

. Prncpio activo
N-M icarbonil N°-[(2 ino-4.b il)ferl) (Mcbendamt)
Fy NO, F
N
R >-—- NHCO,CH,

NHCNNﬁOOl, N

|

o H

Bioprecursor
N-M icarbonil N*-{(2-nitro-4-trifl 1)ferilti > icarbonilamino-S-trifl il-1H-be "
Esquema 1 1. Bioprecursores de b idazoles 2-carb de metilo reportados
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1.3.4.1. Importancia dc las propiedadcs fisicoquimicas del firmaco.

Un pardmetro clinico a considerar es ¢l transportc a través de las membranas
biolégicas que ¢l principio tenga que efectuar hasta alcanzar su sitio de acci6n (¢l parasito).**
Es reconocido que dentro de los factores que influyen en ¢l transporte de un compucsto, sus
propicdades fisicoquimicas ocupan un lugar preponderante, sobre todo en aquellos que son
administrados en un lugar distinto a su sitio de accidn. En este sentido, debemos de mencionar
que las sustancias activas deben cumplir con rcquerimientos de liposolubilidad, polaridad,
carga eléctrica, solubilidad acuosa, tamaifio molecular o similitud a sustancias endégenas. Los
dos ultimos, pricticamente restringidos a un grupo particular de compuestos, tales como,
iones metilicos de tamafo pequcio para atravesar 1os poros membranales, o compuestos
organicos que utilizan ¢l transporte activo para trasladarse en ¢l organismo.®'

El Mecbendazol utiliza difusion simple como medio de transporte a través de las
membranas biolégicas. Los elementos que influyen en la velocidad a 1a que ocurre dicho
proceso son:*®

1. El gradiente de concentracion, ¢l cual influye de manera directamente proporcional a
la velocidad dc difusion y depende de la cantidad disuelta del compuesto en ambos
lados de la membrana.

2. Los parametros que afectan la facilidad para que la molécula del farmaco pucda
moversc al interior lipofilico de la membrmna, a saber, la liposolubilidad, ¢l tamado
molccular y el grado de ionizacion.

Para tratar de optimizar ¢l comportamicnto dc una sustancia activa que s¢ administra
por via oml, como ¢l Mcbendazol, se debe de tomar en cuenta la absorcion y la disolucidn.
Para que estos dos parametros pucdan modificarse, mediante ¢l uso de recursos quimicos, es
necesario alterar las caracteristicas de liposolubilidad y solubilidad acuosa del principio
activo. La decision de intentar modificaciones quimicas a la estructura del principio activo,
depende del tamaiio de la dosis administrada, el costo de produccion de tales cambios

estructurales, la dificultad de tomar sales acuosas en condiciones bioldgicas, asi como la

cficiencia de la respuesta terapéutica.®?

1.3.4.2 La liposolubilidad

Este parametro denota el grado de solubilidad de un compuesto en una fasc lipoidca
(por ejemplo, la membrana celular). De forma ideal, la liposolubilidad podria ser medida
directamente como ¢l coeficiente de particién entre una bicapa de fosfolipidos y agua; el valor
de este coeficiente sefialaria la facilidad con que el compuesto pucde transportarse cn las
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membranas biolégicas. Experimentalmente, la fragilidad de la capa de fosfolipidos no permite
utilizarla en mediciones de rutina, por lo que ¢s reemplazada por disolventes organicos, como
¢l 1-octanol, con la intencién de hacer aproximaciones al comportamiento de la membrana
celular.** Los valores usualmentc mancjados para el cocficiente de particién (P) son
logaritmicos (logio); por lo quc un fairmaco que se distribuya en una proporcién 10:1 en un

sistema octanol/agua, tendra un valor de log P=1

[fase organica)
R,
[Fase acuosa]

En la actualidad se disponen de paquetes computacionales para calcular el valor de log
P, los cuales sc basan ¢n quc la solubilidad intrinscca de un compuesto depende dec las
contribuciones que en este sentido, realicen sus grupos funcionales y porciones estructurales
que lo integren.®** Para ¢l caso del Mcbendazol, ¢l valor experimental de log P = 2.83 a pH
5.0.% '

Un aspecto adicional a considerar, ¢s la ionizacion de bases y dcidos débiles, ya que cl
grado de particién de un farmaco cs dependiente del pH. Experimentalmente, la fase acuosa
es reemplazada por una solucién amortiguadora de fosfatos, usualmente a pH 7.4 o pH 6.0.
Los valores obtenidos de csta manera son referidos como coeficientes de distribucion, log
Dy, en lugar de log P. Sc asume que ¢l log P representa la liposolubilidad intrinseca y no
cambia a menos que la cstructura del firmaco se modifique, por ¢l contranio, el log Dy, se
modificard de acuerdo a las condiciones de acidez del medio. Con el valor del coeficiente de
distribucion, sc espera mayor representatividad del comportamiento de particion de los dcidos

y bases débiles.’

1.3.4.3. La solubilidad acuosa

Como sc ha indicado, ¢l gradicnte de concentracién es un parametro que influyc en la
velocidad de difusién simple. A mayor gradiente de concentracién mayor velocidad de
difusion, y en consccuencia mayor absorcion, hasta quc la relacion de equilibrio alcance su
valor maximo. Un gradiente de concentracion dependera de la velocidad de disolucion del
principio activo s6lido, misma que cstara limitada por la solubilidad acuosa que presente
dicho compuesto.

La solubilidad acuosa cs un parametro critico. Una solubilidad mayor al | % (10
mg/ml) a 37 °C de un principio activo, indica que no se presentaran problemas en la
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biodisponibilidad como resultado de sus caracteristicas de solubilidad.®® Es importantc indicar
que esto ¢s una guia y no una limitante estricta cn la relacidn solubilidad-absorcién. Los
factores que determinan esta rclacion son:*®
e La velocidad de disolucion y la solubilidad como una funcién del pH dentro del rango
fisiolégico
e La velocidad de disolucién en funcion del tamafo dc particula o su arca superficial y

¢ La dosis de! compuesto

A difercncia de la liposolubilidad, no existe una guia general para estimar la solubilidad
acuosa de las moléculas organicas, a partir de sus estructuras o sus propicdades fisicas. La
razon, cs que el fendmeno de la solubilidad, no surge de un simple equilibrio sino de una
combinacién de varios de cllos. Entre los factores que afectan la solubilidad de un farmaco s¢
encuentran:™

a) El soluto; estructura molecular, grupos funcionales, polimorfismo.

b) El disolvente: polaridad, formacion de puentes de hidrogeno, fuerza idnica,

cosolvencia, agentes solubilizantes.

c¢) Temperatura: exotérmico versus endotérmico.

d) Tamario de particula y agitacion: usualmente afectan Gnicamente la velocidad de

disolucidn, pero en algunos casos pueden afectar la solubilidad.

1.3.4.4. Los profirmacos para modificar la solubilidad acuosa

Cuando un principio activo presenta problemas de insolubilidad acuosa, lo primero cs
intentar incrementarla mediante cosolvencia o por la formacion de sales, debido a la facilidad
de su claboracién y bajo costo econémico. En caso de que con estos medios no sc¢ mejore
satisfactoriamente, ¢l comportamiento de solubilidad, cntonces sc requerira de aplicar otras
herramicntas mas claboradas, como recursos fisicos de formulacién o el recurso quimico de
los profarmacos.”’ Cuando sc ha decidido utilizar a los profarmacos, con la finalidad de
incrementar su solubilidad acuosa, sc ha establecido como meta ¢l obtener compucestos cuya
solubilidad sea igual o mayor al valor de la dosis (mg/Kg) del principio activo, dividida entre
100 y referida en ml. En el caso del Mcbendazol, cuya dosis promedio de administracion es
de 15 mg, los profarmacos deberian prescntar al menos una solubilidad de 0.15 mg/ml
(150pg/mL).

El éxito en el disefio de profarmacos dc un principio activo con problemas dec
absorcién radica en lograr incrementos en la extension de su absorcion de hasta un doble o
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triple de cantidad. La consecuencia de esto podria ocasionar disminuciones significativas en la
dosis administrada o en ¢l abatimicento del costo del tratamiento particular. En general un
fairmaco o un profarmaco que presente una absorcién uniforme minimizara las vanaciones
que se presenten cntre diversos pacientes o entre las administraciones dadas a un mismo

individuo.™

1.3.4.4.1. Los derivados biorreversibles en la insolubilidad acuosa.

La aplicacién dc la estrategia de prepamacion de derivados biorreversibles para tratar
de resolver problemas de insolubilidad, presenta la ventaja de que no se picrde la estructura
del principio activo, y sc cambia la solubilidad mediante cl uso de una porcion estructural
denominada modificador, la cual se puede utilizar con un mayor margen de maniobra
estructural para modular Ia relacion solubilidad-liposolubilidad.

Cuando se inicia ¢l disefio de los profanmaces cs importante tomar cn cuenta, que la
solubilidad y la liposolubilidad en un compucsto, c¢n general, guardan una relacion inversa,
cada vez que se intenta modificar la estructura de un firmaco para incrementar la solubilidad,

repercute en una disminucién de su liposolubilidad.

1.3.4.5. Estrategias en ¢l discio de derivados biorrcversibles hidrosolubles.
En términos generales, hay una mayor cantidad de trabajos realizados con derivados
biorreversibles que con bioprecursores para abordar ¢l problema de 1a insolubilidad de

74 . .
M Dos estratcgias pucden ser empleadas para incrementar la

diversos principios activos.
solubilidad acuosa, al sintetizar derivados biorreversibles:™
1) Mecdiante la adicion de una porcion estructural idnica o ionizable en condiciones
fisiologicas.
2) Mediante la adicion de una porcion estructural para disminuir el punto de fusion del

principio activo.

1.3.4.5.1. Adicién de un modificador iénico o ionizable en condiciones fisiolégicas.

La sintesis de un derivado biorreversible idnico o ionizable de un farmaco, cs tal vez
la mas comun de las estrategias realizadas cn cste rubro. Esta alternativa sc basa ¢n la relacion
pH-solubilidad para icidos y bases débilcs. En la Tabla 7 se cnlistan algunos de los

modificadores utilizados para este propdsito.
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Tabla 7. Modificadores para solubilizar fairmacos

Farmaco Modificador Derivado biomeversible

F-OH Hemisuccinato F-O-COCH;CH,;COO™ Na*
Clorhidrato de dimetilaminoacectato F-O-COCH;N(CHy),; HCI
Fosfato F-O-PO;” Na'
Aminoacido F-O-COCHR-NH;

F-COOH Ester de colina F-COOCH;CH;N"(CH3) X~
Clorhidrato de dimetilaminoctilester F-COOCH;CH;N(CH,); HCI
Aminoécido F-CONHCI;,COO™ Na“

F: Farmaco

De la tabla anterior, se pucde decir, que los fanmacos mas faciles para ser modificados
con cl propdsito de desarrollar profairmacos, son aquellos que tienen grupos carboxilos o
hidroxilos. Algunos dc los trabajos de investigacién realizados en este sentido, han arrojado
buenos resultados a este respecto.** Sin embargo, no todos los compucstos activos presentan
cstos grupos funcionales, como ¢l caso de la mayoria de los bencimidazolces 2-carbamato de
metilo, por lo que los cstudios actuales, sc abocan a tratar de utilizar ¢l disciio de profarmacos
cn moléculas con estas caracteristicas.

Un aspecto importante que hay quc scialar, y pucde convertirse en una
desventaja para csta alternativa, cs Ia relacion que sc presenta cntre la solubilidad acuosa y 1a
liposolubilidad. La importancia de lo anterior, radica en que practicamente todo incremento
de solubilidad, necesariamente se ve acompafiado por una disminucién en la liposolubilidad
de la sustancia.®®

En esta relacién inversa de la liposolubilidad y solubilidad, al parecer es csta Gltima la
que proporcionalmente esta mas afectada por las modificaciones estructurales quc se realicen
en un compuesto. En cl ambito de la absorcién y disolucién, si la solubilidad dcl principio
activo es igual o mayor a la dosificacion administrada, la pérdida dc solubilidad, por
incremento de la liposolubilidad, no tendria consecucncia en su biodisponibilidad. Por otra
parte, si ¢l farmaco presenta poca solubilidad, como el Mebendazol, una ganancia csperada en
su absorcion por mayor liposolubilidad, se veria anulada por una disminucién en su velocidad
de disolucion.
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1.3.4.5.2. Adicién dc un modificador para disminuir el p de fusién det principio

activo.

Esta cstrategia se basa en el hecho de que para disolver moléculas, deben ser
removidas de su red cristalina. Cualquier modificacién estructural que disminuya la cncrgia
de red cristalina, y cn consecuencia provoque la reduccion del punto de fusién, podria
incrementar la solubilidad del farmaco. En ¢l caso de los bencimidazoles 2-carbamato de
metilo, se ha propuesto que su insolubilidad acuosa sc debe a su alta cnergia de red cristalina
originada por la presencia de puentes de hidrégeno intermoleculares, como ya se observé en
la seccion 1.2.1. Por estudios realizados en diversos principios actives, se¢ ha logrado
establecer quec diferencias en 100°C en ¢l punto de fusién cambia significativamente la
solubilidad acuosa y biodisponibilidad dec los farmacos. Algunos dec los grupos funcionales
modificados con cstc propdsito y los cambios ¢n ¢l punto de fusiéon (A p.f.) que s¢ han

presentado en algunos profinmacos se presentan a continuacion, en la Tabla 8:

Tabla 8. Valores de A p.[. para algunas modificaciones con profarmacos

Firmaco Profdirmaco Aromaético Alifatico
(Ap.f) (ap.f)
F-COOH F-COOCH; -100 -70
F-COOC,;Hs -150 -70
F-COOCsls 70 --
F-COONH; 50 20
F-OH F-OCH; -100 -30
F-OC;HS -100 -50
F-OCOCH; -20 =20
F-OCOCsHs 0 [
‘F-NH2 F-NHCOCH, 60 -
’ F-NHCOCH;5 60 -
F: Fénnnco
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A cste respecto, pricticamente poco ha sido ¢l estudio realizado cuando estad presente
un NH 4cido en el fairmaco, como ¢s ¢l caso de los bencimidazoles 2-carbamato de metilo.
Aunque se csperaria una disminucién en el punto de fusién ya que se alteraria ¢l patron de
formacioén de pucntes de hidrégeno o una disminucién en ¢l nimero de los mismos.

Una de las ventajas que presenta esta alternativa de disminuir el punto de fusion, es
que al incrementar la solubilidad del principio activo, no disminuye su liposolubilidad.
Ventaja adicional sobre la alternativa anterior de adicién de grupos ionizables al principio

activo.

1.3.5. Meccanismo de disolucién y liberacién del fiarmaco a partir del derivado
biorreversible, cn 1a cercania del intestino delgado.

Un aspecto a considerar es que los farmacos o bien, en este caso, los profarmacos
liberados via ¢l estomago en la parte superior del intestino deigado (duodeno), se pucden
disolver en la fase acuosa del contenido luminal. Las moléculas del profarmaco, una vez en
disolucién son promovidas y agitadas por la motilidad intestinal en el lumen. Sin embargo,
antcs de alcanzar la mucosa, tienen quc difundir a través de tres capas intestinales diferentes,
como sc presenta en la Esquema 127

1) La capa no turbulenta (NT): que cs la mas ancha. Fisicamente ¢s una capa dc agua
inmovil, adyacente a la mucosa. Tienc un diametro de cerca de 200 a 500 p y reduce
la superficic de agitacion intestinal 100 veces comparada con la superficie de la
mucosa.

2) La segunda capa, es una capa dec moco (M), protege la superficic de la mucosa de dato

y puede restringir la difusion.

3) La tercera capa cs rica cn protoncs y cs llamada “microclima acido™, afecta la
protonacién y permeabilidad de acidos y bases débiles.

Una consideracién adicional cs el sitio donde sc espera que ocurra la biotransformacion,

por varias razones:™*

a) La hidrélisis del derivado biorreversible para liberar al principio activo y su posible
precipitacion deben ser minimizados previamente a su absorcién oral o parenteral.

b) Las ventajas de la difusion del farmaco no polar, a través de las membranas no debe
comprometerse.

c) La presencia de enzimas para la oxidacién, reducciéon (microflora intestinal) o

hidrélisis para la liberacion del farmaco, a partir del derivado biorreversible.
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Esquema 12. Disolucidn de los profirmacos en ¢f lumen del
intestino delgado. B, borde de cepillo, M,moco: NT, capa no
turbulenta; L, lumen intestinal 7

La estrategia de los profirmacos, especificamente del tipo derivado biorreversible, dirige
las consideraciones mencionadas anteriormente, debido a que el profirmaco se diseda como
un sustrato para las enzimas que se encuentran unidas en la membrana de las células del
intestino delgado (enterocitos), o bien ¢n el interior de dicha célula. Como se muestra en el
Esquema 13, la conversion del profairmaco en ¢l farmaco se lleva a cabo muy cerca de la

membrana, cl alto cocficiente de particion del fairmaco en la membrana disminuird la

precipitacion en et lumen.

Esq 13. M ] prop para la liberacién del farmaco a
partir del profirmaco, en la cercania del intestino delgado.”™
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Sin embargo, si In conversiéon en la pared de la membrana, es rapida, la permeabilidad
cfectiva del profarmaco no deberda ser menor que la del farmaco. La alta solubilidad del
profarmaco es de interés particular, ya que incrementa el gradiente de concentracion desde el
lumen intestinal a la pared y ademis es la fuerza quimica que dirige la reaccidn/absorcion a la
pared. Debido a que la solubilidad del profarmaco puede ser mayor que la del farmaco, con
esta estrategia se obtienc un incremento cn la absorcion.™

El conocimiento de la distribucion y especificidad de cicrtos sistemas de cnzimas
intestinales digestivas, sugierc una estrategia para ¢l diseio de profarmacos, en la cual ¢l
profairmaco dcbe presentar enlaces labiles frente a una enzima. Las cnzimas unidas a la
membrana de borde de cepillo, en la mucosa del intestino delgado, son de interés particular
por prescntar sitios blancos especificos, debido a que se incluyen aminopeptidasas,
dipeptidasas y fosfatasa alcalina. Los profarmacos con grupos fosfato son més solubles que ¢l
farmaco al pH intestinal debido a la  carga negativa del profairmaco y a su cstabilidad en
solucién acuosa, mientras que los derivados de aminoacidos proporcionan la posibilidad de
amplias modificacioncs dec sus propicdades fisicas, asi como también que los productos de
hidrélisis no son compucestos toxicos. Por otra parte, esterasas con alta actividad inespecifica,
sc¢ localizaron principalmente cn los compartimicntos intracclulares de las células de la

mucosa en el intestino de rata.”
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Giardia lamblia, s un protozoario causante de la enfermedad conocida como giardiosis.'
Esta enfermedad sc ubica como una de las 10 principales parasitosis del ser humano y debido a
cllo sc considera un urgente problema de salud publica en algunos paises desarroliados y en vias
de desarrollo.” A pesar de lo mencionado anteriormente, en los tltimos 20 afos no se han
presentado avances en su tratamiento,'® y los farmacos implicados en su tratamiento actual,

presentan problemas de cficiencia y toxicidad.''>'%"7

Por otra parte ¢! Mcbendazol, es uno dc los bencimidazoles antihelminticos de amplio
espectro indicados en la terapia humana, aunque su utilizacién ha disminuido debido a su pobre
absorcion a través del tracto gastrointestinal y su inhabilidad para climinar todos los helmintos
intestinales.?” Recientemente sc han llevado a cabo estudios para evaluar su actividad como
agente giardicida,"'"**?7 debido a que su mecanismo dc accién, como amihélmimico, involucra
la inhibicién dec la polimerizacién de tubulina para formar ¢! microtibulo nuclear, afectando la
divisién mitética de la célula.” Tomando en consideracién que Giardia lamblia posce gran
cantidad dc esta proteina, formando parte de su citocsqueleto, se pensé que podria actuar contra
dicho microorganismo.?® Los resultados obtenidos han sido contrastantes; por una parte al
realizar prucbas in vitro, se ha observado que resulta ser mucho mas activo que la mayoria de los

1.17.25.26

agentes giardicidas utilizados actualmente, pero no sucede lo mismo al utilizarlo in vivo,

ya que sc han obtenido cifras variables respecto a su cficiencia al administrarlo tanto a adultos

como a nifos.'?’

Los resultados in vivo se han atribuido a uno de los principaics problemas que presenta cl
Mecbendazol, su insolubilidad acuosa, dcbido principalmente a la formacién de puentes de
hidrégeno intermoleculares; esta insolubilidad ocasiona que gran parte de la dosis ingerida por
via oral, permanczca en el tracto gastrointestinal, impidiendo que se encuentre disponible para
absorcion, en el caso de que se desee una accién sistémica. En relacion a la giardiosis, es
rccesario que el principio activo llegue a la mucosa del intestino delgado, especificamente

duodeno y yeyuno, pero ademis también cs importante que al llegar a dicho sitio blanco, sc
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encuentre en solucién para que se facilitc su entrada al interior del microorganismo, mediante

difusién pasiva, y de csta manera sc lleve a cabo la accién giardicida.

Como consecuencia de los mencionado anteriormente resulta necesario mcjorar la
solubilidad acuosa del Mcbendazol, pcro ¢es posible llevar a cabo la modificacion del
Mebendazol para mejorar su solubilidad acuosa? , Y una vez realizada la modificacion ¢los
nuevos compucstos sintetizados tendrin la capacidad de convertirse en ¢l farmaco, en la mucosa

de duodeno y yeyuno, para que cste cjcrza su accion giardicida?
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

En cl presente trabajo de tesis sc pretende realizar la optimizacién farmacocinética del
Mebendazol con la finalidad de modificar su solubilidad acuosa, mediante el diseio y sintesis de
un profarmaco de este principio activo, cspecificamente del tipo de derivado biormreversible;
tomando en consideracién ¢l conocimiento de que su metabolito principal, ¢l (R)(S)-5(6)-(1-
Fenil-1-hidroxi)metil-2-metoxicarbonilamino- 1 //-bencimidazol presenta un  grupo hidroxilo,
capaz de permitir tanto la adicién de un modificador iénico o ionizable en condiciones

fisiologicas, como la adicién de un modificador para disminuir ¢l punto de fusion.

3.2. Objetivos especificos
3.2.1. Sintetizar cl (R)(S)-5(6)-(1-Fenil-1-hidroxi)metil-2-metoxicarbonilamino- 1 £/-

bencimidazol, metabolito del Mebendazol.

OH

SR eI

H

Esquema 14, (R)S)-5(6)-(1-Fenil-1-hidroxi)metil-
2-metoxicarbonilamino- 1 //-bencimidazol,
metabolito del Mcbendazol a sintetizar

3.2.2. Sintetizar un dcrivado biorrcversible del Mebendazol a partir de su metabolito
hidroxilado.

3.2.3. Caracterizar ¢l derivado biorreversible  sintetizado, asi como ¢l metabolito  del
Mcbendazol, mediante sus propicdades fisicas: punto de fusién, Rf, por Métodos
Espectroscopicos (RMN, IR, UV) y Espectrometria de masas.

3.2.4. Evaluar la actividad giardicida, in vitro, de los compuestos sintetizados, obtener su
concentraciéon letal SO (CLsg) y comparar los resultados obtenidos con los del
Mebendazol, Albendazol y Metronidazol.

3.2.5. Evaluar la solubilidad de los productos sintetizados y comparar los resultados obtenidos

con los del Mcbendazol.
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3.2.6.

3.27.

Evaluar la bioconversion in vitro del derivado biorreversible sintetizado, en presencia de
las enzimas esterasa y tripsina, con la finalidad de determinar si ocurre la liberacion del
metabolito hidroxilado del Mcbendazol.

Calcular el valor de coeficiente de particion log P, de los compuestos sintetizados,
mediante la utilizacién de un modelo computacional, y de esta mancra cvaluar su

liposolubilidad.
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4. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Para conscguir el objetivo planteado, los procedimientos experimentales se dividieror en

cuatro ctapas; la ctapa inicial involucra la sintesis del derivado biorreversible del Mebendazol a

partir de su metabolito hidroxilado; continuando con la prueba de susceptibilidad in vitro para

Giardia lamblia en presencia de los compuestos sintetizados; posteriormente, la evaluacion de la

solubilidad a de cada uno de ellos; y finalmente la determinacion de la capacidad de

bioconversion (estabilidad) del derivado biorreversible, en el metabolito del Mebendazol, en

presencia de soluciones amortiguadoras y enzimas. Antes de explicar los procedimientos

experimentales se mencionan en detalle las caracteristicas de los instrumentos utilizados

4.1. Instrumentacion y materiales.

El Mebendazol utilizado para las sintesis del Compuesto 1, fuc donado por Smithkline
Beechman Farmacéutica, S.A. de C. V., México.

Los puntos de fusion (p.f.) se determinaron en un aparato Marca Biichi Modelo B-540,
mediante capilar y no se encuentran corregidos.

El avance de las reacciones sc observo por cromatografia en capa fina (c.c.f), utilizando
placas de vidrio recubiertas con gel de silice 60 GFasq (Merck 1.05715) y una lampara de
luz ultravioleta Marca UVP, Inc. San Gabriet C A.g177s U S A. Modelo UVGL-25
Mineralight®, para revelar.

Para concentrar los disolventes, se utilizé un rotavapor Marca Bichi Modelo R 114, con
vacio generado por una bomba y condensador Marca VWR Scientific Modelo 1107.

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotometro Perkin Elmer de
Transformadas de Fourier modelo FT-IR-1600 en pastilla de KBr, las scilales se
reportaron en cm’.

Los espectros de Resonancia Magnética Protonica (‘H RMN 300 MHz) y los de
Resonancia Magnética de carbono 13 (*C RMN, 75 MHz) sc rcalizaron en un
espectrometro Varian modelo Unity Inova. Sec utilizé dimetilsulfoxido-ds (DMSO-ds)

como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna en todos los casos. Los

desplazamientos quimicos (&) se reportan en partes por miltlon (ppm).

40



PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

e Los espectros de masas, por impacto electrénico (IE 70 eV) y por bombardeo de dtomos
ripidos (FAB) utilizando Xenén como gas ionizante; sc determinaron con un
espectrémetro de masas marca Jocl Modelo SX-102 A. La simbologia utilizada es M’
para el i6n molecular y [M + H]' para ¢l ién molecular protonado. La aplicacién de la
muestra fue por introduccién directa o mediante cromatografia de gases (EM-CG), con un
cromatégrafo marca Hewiett Packard Modclo 5890 Serie 11.

e Los espectros de ultravioleta se registraron en un espectrofotémetro marca Shimadzu
modelo UV-160! con lampara dc luz UV y con programa para ¢l registro de bamdo de
absorbencia.

e La dcterminacion de solubilidad se realizé en una parrilla con agitacién magnética a
temperatura controlada Marca IKA-Werke Modcelo Ret-Basic.

e Para la cvaluacion de estabilidad del derivado biorreversible se utilizo un termomezclador
Marca cppenddorf Modclo R.

e En cl caso del calculo del coeficiente de particién se utilizé el programa computacional
ACD Lab log P DB (ACD Inc.Toronto, Canada), Version 4.56.

e La estructura tridimensional del compuesto 2, se modcelo mediante el programa
computacional Cache (Fujitsu Inc. Pittsburg U.S.A.), Versién 3.2, utilizando el algontmo

de mecanica molecular MM3,

4.2, Sintesis del derivado biorreversible.

Para la sintesis del derivado biorreversible, (RXS)-5(6)-(1-Acctoxi-1-fenil)metil-2-
metoxicarbonilamino-1H-bencimidazol (2), sc¢ siguié la sccuencia de rcaccién ilustrada.en el
Esquema 15. A continuacién sc explica cn detalle, como se llevéd a cabo la sintesis de cada

compucsto.

4.2.1. Sintesis de (R)($)-5(6)-(1-Fenil-1-hidroxi)metil-2-metoxicarbonilamino-1H-
bencimidazol (1).7%7¢

En un matraz bola de 200 ml, acondicionado con una globo para atrapar ¢l gas generado,
sc¢ colocaron 5 g (16.95 mmol) de Mebendazol suspendidos en 75 mL de dimetilformamida
(DMF), a los cualcs se lcs adiciond una cantidad total de 2.693 g ( 71.17 mmol) de borohidruro

de sodio (NaBH.,). La adicién de NaBHj, se rcalizé en cuatro porciones, inicialmente se adiciond
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1.343 g (35.5 mmol), transcurridas 24 horas s¢ adicionaron 450 mg (11.89 mmol) de NaBH,,
operacidn que se repitié 2 veces mas en similares condiciones. Después de la adicion inicial de
NaBH, y una vez que la mezcla anterior sc cncontraba a temperatura entre 0 y 5 °C sc
adicionaron 10 mL (322.5 mmol) de metanol (McOH), dejando en agitacién, con baio de hiclo
aproximadamente 2 horas. Postceriormente, la mezcla de rcaccién se dejo en agitacidn a
temperatura ambicnte. En la tercera adicion de NaBH, se agregaron, también, 5 mlL (161.25
mmol) de McOH . Al término de la reaccién, la mezcla se vertié sobre 2 L de agua a temperatura
ambiente. El producto crudo que precipité se obtuvo por filtracidn al vacio, se lavé con agua fria
varias veces, obtcnicndo 2.8695 g de un sélido amorfo de color ligeramente crema, con un
rendimiento de 57 %. Una vez seco, el producto anterior se colocd en 100 ml. de acctona y dejo
cn agitacion a temperatura ambicente durante 2 horas, posterior a las cuales, la suspension se
scparo por filtracién al vacio para obtener un sélido amorfo de color blanco con un rendimiento
de 50 %. El producto 1, presento: R, = 0.47 (CHCHL/McOH 85.15), Ry = 0.30 (CHCl/McOH
90.10) y p.f. > a 380 °C con descomposicién. ‘

4.2.2. Sintesis de (R)(S)-5(6)-(1-Acetoxi-1-fenil)metil-2-metoxicarbonilamino-1/77-
bencimidazol (2)77

En un matraz bola de 100 mL acondicionado con trampa anhidra, sc¢ colocaron 297 mg (!
mmol) de 1, 40 mL dc acctato de ctilo, 0.3 mL (3 mmol) dc anhidrido acético y 0.05 mL dec
H>SO4 concentrado. La mezcla de reaccidén se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante
24 horas. Al rcalizar c.c.f. dec la rcaccién en el sistema CHCly/McOH 90:10, sc observaron dos
productos, uno cn menor proporcién con Ry = 0.27 (CHCl/McOH 90:10) y otro mayoritario, con
Ry = 0.48 (CHCI13/McOH 90:10). Sc adicioné a la mezcla de reaccién, 40 mL de acetato de etilo y
20 mL de agua y sc scpararon las fases. La fasc orgdnica se extrajo con una solucion acuosa de
K,COj; al 5 % (3 x 20 mL), posteriormente se lavé con 20 mL de agua, secd con Na;SO, anhidro
y concentrd a sequedad cn cl rotavapor. Se obtuvieron 310 mg (91.4 %) de un sélido amorfo de
color blanco que por c.c.f. se presentaba como un solo producto. El sélido crudo se recristalizé de
etanol dando lugar a un producto amorfo de color blanco con un rendimicnto de 85 %. El

producto 2 present6: Ry= 0.48 (CHC1:/MeOH 90:10) y p.f. =153-154°C.
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Esquema 15, Ruta sintética del derivado biorreversible (RXS)
(5X6)-(1-Acctoxi-I-fenil)metil-2-metoxicarbonilamino- | -
bencimidazol , (2).
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4.3. Pruebas de susceptibilidad in vitro para Giardia lamblia

Para las prucbas dec susceptibilidad sc empled la cepa de Giardia lamblia IMSS: 0989:1, la
que se mantuvo en condiciones axénicas en medio TYI1-S-33 modificado, adicionado con suero
de ternera descomplementado al 10 %.

Los parasitos sc subcultivaron 2 veces por semana. Sc empled ¢! método de subcultivo
previamente estandarizado (Cedillo Rivera R. Er al, 1992): 1.6 x 10° trofozoitos/mL de Giardia
lamblia, se incubaron por 48 horas a 37 °C, cn tubos con concentraciones crecientes del
Mcebendazol y compuesto 1 (0.05, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 pug/mL), ademas del Albendazol y
Metronidazo! que sirvicron como compucstos de referencia. Como control negativo se cmplearon
trofozoitos cn medio libre de compuestos. Después de la incubacion se inocularon 50 ul de los
trofozoitos tratados, en medio fresco, sin la adicion de los compuestos y sc incubaron por otras 48
horas.

El namero final dc trofozoitos sc determind cn un camara cuenta globulos. Se calculd cl
porcentaje de inhibicidn de crecimiento en comparacién con ¢l control y postcrionmente mediante
andlisis Probit se calculd la Clso que correspondié a la concentracién que inhibié al S0 % el
crecimiento de trofozoitos. Los experimentos sc efectuaron por triplicado y se repiticron en tres

ocasiones.'’

4.4. Determinacién de solubilidad.

Debido a que el Mcbendazol y su metabolito hidroxilado (1), son completamente insolubles
en agua, no fuc posibic determinarles su solubilidad acuosa, por lo que se utilizé6 un disolvente
polar, ctanol (EtOH), para con cllo decterminar su solubilidad e¢n medios polares ya que al
adicionarles pequeilas cantidades dc agua precipitaban por completo. El procedimicnto
experimental sc presenta cn el Esquema 16.

Para ¢l caso del derivado biorreversible (2), la determinacién de su solubilidad acuosa se
llevd a cabo disolviendo inicialmente la minima cantidad de 2 en EtOH absoluto anhidro y
posteriormente se agregd agua observando que no presentaba precipitacion. El procedimiento

experimental se ilustra en ¢l Esquema 17.
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Se colocaron 5 mg dcl compuesto en Se adicionaron 20 mL de
un vaso de precipitado de 250 mL EtOH absoluto anhidro
Se adiciond, poco a poco EtOH Se colocaron en  una
absoluto anhidro hasta obscrvar D — pamrilla  con  agitacion
completa disolucién del compuesto magnética manteniendo
la tempecratura constante
en 37 °C.
E 16. Procedimiento experimental para la determinacion de 1a solubilidad de) Mebendazol y de su metabolito

hidroxitado en E1OM.

Se colocaron 5 mg del compuesto 2 en 800 Una vez disuclto el compuesto anterior,

puL de EtOH absoluto anhidro y se llevé a sc agregaron 800 puL de agua destilada,
una temperatura de 37°C. obteniéndose una solucion transparente.
Decbido a que sc observd precipitacion, se Dc Ia solucién anterior se tomaron 32
llevo la solucién a una temperatura de 37 < ul y sc Ic adicionaron 968 pl. de agua
°C, observandosc la completa disolucién destilada.
del compuesto.

Esquema.17. Pr di experi | para la determinacidn de solubilidad del cony 2 en H;O'ETOH.

4.5. Evaluacion de la estabilidad del derivado biorreversible frentc a enzimas.
Para poder cvaluar la cstabilidad del derivado biorreversible sc realizaron diferentes

determinaciones que sc explican a continuacién.

4.5.1. Determinacién de espectros en la region ultravioleta.

Sec registraron los espectros dc absorcion de los compuestos 1 y 2, cn la region
ultravioleta, con la finalidad de conocer si presentaban diferentes A maximos de absorcién y de
esta manera monitorcar la cinética de degradacion del derivado biorreversible frente a las
enzimas. Para lo anterior se prepararon soluciones de ambos compuestos en EtOH absoluto
anhidro con una concentraciéon de 10 pg/mL para ¢l compuesto 1 y 50 pug/mL para el compucsto
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2, las cualcs se corrieron en ¢l espectrofotémetro determinando su absorbencia de 200 y 400 nm.
Dcbido a que ambos compucstos presentan muy pocas diferencias en sus A maximos de
absorcién no fue posible cuantificar la estabilidad de 2 por esta metodologia. Por lo que se

recurrié a utilizar cromatografia cn capa fina

4.5.2. Evaluacion de estabilidad del derivado biorreversible cn presencia de enzimas y
soluciones amortiguadoras, mediante cromatografia cn capa fina.

Para llevar a cabo la cvaluacion de la estabilidad dcl derivado biorreversible en presencia
dec las cnzimas csterasa y tripsina, primeramente sc evalud la actividad de dichas enzimas en
presencia de sustratos conocidos, en ¢l caso de la esterasa sc utilizé ¢l Acetato de 4-nitrofenol y

cn ct caso de la tripsina sc utilizo Na-Benzoil-DU-arginato de 4-nitroanilida.

4.5.2.1. Evaluacion de la actividad de la enzima esterasa mediaate la hidrélisis del acetato
de 4-nitrofenol.”® .

Sc utilizo la enzima csterasa de higado de cerdo adquirida comercialmente (Aldrich, Co.),
como fuente de cnzimas hidrolasas. La evaluacion sc llevé a cabo, como sc detalla a
continuacion:

1) Sc pesaron 18.1 mg de Acetato de 4-nitrofenol y se disolvieron en | mL de acetonitrilo.
Enscguida sc agregaron lentamente 10 mL de agua desionizada hasta un volumen final de
100 mL (concentracion final ImM).

2) Un volumen de 1.8 mL de la solucién anterior se deposité en un tubo cppendorf y sc
aitadicron 0.1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos pH = 7.4 o bien 0.1 mL de
solucién amortiguadora de acctatos pH = 5.0. Posteriormente sc adicioné 0.1 mL de
solucion de enzima csterasa.

3) Las mucstra problema se compard con un contro! el cual contenia 1.9 mL de solucién de
Acetato de 4-nitrofenol y 0.1 mL de solucién amortiguadora de fosfatos pH = 7.4 o bien
0.1 mL de solucién amortiguadora de acetatos pH = 5.0.

4) La hidrdlisis del Acctato de 4-nitrofenol sc observa espontancamente por la presencia de

un color amarillo cn ¢l tubo problema y al ausencia de color en cl tubo control. Indicando

actividad de la enzima a los pH 7.4 y 5.0
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4.5.2.2. Evaluaciéon de la actividad de la enzima tripsina mediante la hidrélisis de Na-
Benzoil-DL-Arginato de 4-nitroanilida.””

Sc utilizd 1a enzima tripsina de pancreas de cerdo adquirida comercialmente (Sigma.). La
evaluacion sc llevo a cabo , como sc detalla a continuacién:

1} Sc pesaron 43.5 mg de Na-Benzoil-DL-arginato de 4-nitroanilida (BAPA) y sc disolvieron
en 1 mL de acctonitrilo. Enseguida se agregaron lentamente 10 mL de agua desionizada
hasta un volumen final de 100 mL (concentracion final 1mM).

2) Un volumen de 1.8 mL de la solucién anterior se colocd en un tubo cppendorfl y se
afladicron 0.1 mL solucién amortiguadora Tris-HC! 0.05 M con 0.02 M CaCl; a pH 8.2.
Posteriormente sc adicionod 0.1 mL de solucidn de enzima tripsina.

3) La muestra problema se compard con un control ¢l cual contenia 1.9 ml. de solucién de
Na-Benzoil-DL-arginato de 4-nitroanilida y 0.1 mL de soluciéon amortiguadora Trs-HCI
0.05 M con 0.02 M CaCl; a pH 8.2,

4) La hidrdlisis de Na-Benzoil-DL-Arginato de 4-nitroanilida se observd espontancamente
por la presencia de un color amarillo ¢en el tubo problema y la ausencia de color cn el tubo

control. Indicando actividad de la enzima.

4.5.2.3. Evaluacién dec la cstabilidad del derivado biorreversible en presencia de 1a cnzima
esterasa o tripsina.”®’”

Para dcterminar la liberacién de 1 a partir de 2, sc rcalizaron cnsayos a dos diferentes
valores de pH para cada enzima; para la esterasa sc realizaron las determinaciones a pH 7.4 y pH
5.0 y para la enzima tripsina sc rcalizaron a pH 4.0 y pH 1.0. Las cantidades a adicionar cn tubos
eppendorf de 2 mL, marcados como problema y control, sc muestran cn la Tabla 9.

Para cada dcterminacién sc utilizaron 8 tubos (4 controles y 4 mucstras), los cuales se
incubaron a una temperatura dc 37 °C y con una vclocidad de agitacién de 1000 r.p.m.. Al
tiempo determinado, se retiré de incubacion y ¢l volumen total se trasvasé a un tubo de ensayo de
13x100, al cual inmediatamente sc adiciond 0.5 mL de acctato de ctilo para extracr los
compuestos 1 y 2, la fasc orginica sc analizo por cromatografia en capa fina utilizando como fase
de elucion CHCI13/MeOH 90:10 y como referencias los compuestos 1 y 2, que presentan R,= 0.30

y Ry = 0.48 respectivamente, en cste sistcma. El porcentaje de degradacion de los compucstos se
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aprecié cualitativamente por la intensidad de las manchas obtenidas, ya que en todas las

ocasiones se aplicé la misma cantidad de compuesto.

Tabla 9. Cantidades adicionadas para la evaluacién de estabilidad del compuesto 2 frente a las enzimas esterasa
y tripsina en soluciones amortipuadoras.

Solucidn adicionada Tubo control  Tubo problema Tubo control Tubo problema
(mL) Esterasa Estcrasa Tripsina Tripsina
Volumen de solucidén
amortiguadora de 1.9 1.8 R — e
fosfatos pH = 74 o

solucién amortiguadora de
acctatos pH = 5.0.*

Volumen de  solucidn

amortiguadora de acetatos B P 1.9 1.8
pH = 4.0 o solucién de

HCIO.I NP

Volumen de solucion de

cnzima esterasa.© EE - 0.1 — U,
Volumen de solucién de

enzima tripsina.© ——— 0.1
Volumen de solucién de 2

0.5 mg/mL en EtOH 0.1 0.1 0.1 0.1

* La solucion a adicionar depende del pH necesario para llevar a cabo cada determinacién en presencia de la
enzima esterasa.

® La solucién a adicionar depende del pH necesario para llevar a cabo la deter
enzima tripsina.

€ La solucién de enzima se realizé con la solucién amortiguadora necesaria en cada determinacion.

1A

en pr adela
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S. RESULTADOS
Los resultados se presentan a continuacién, en ¢l orden cn que se llevaron a cabo los
procedimientos cxperimentales, posterionmente cn el capitulo siguiente se presenta  la

discusién relacionada.

5.1, Sintesis del derivado biorreversible

En las Tablas 10 y 11 sc presentan los resultados de Espectroscopia Infrarrojo
(IR), de Espectrometria de masas (EM), Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
proténica (‘H RMN) y Resonancia Magnética Nuclear de carbono 13 ("'C RMN) para los

compuestos 1 y 2, respectivamente.

Tabla 10. Datos espectroscopicos y espectrometnicos asignados al compucesto 1

Compuesto Datos Espectroscépicos

Espectro 3: iR (KBr) v ( em’)
3563 (N-H). 3330(O-H), 1632 (NH-C=0),
1596 (C=C), 1278 (O=C-0), 1095 (C-0)

Espectro 4: EM (FAB)
m/z 298 ( {M+H]", 45 %), m/z 154 (100 %)

Espectro Sa: 'H RMN, DMSO ds

5 3.735 (s, 3H, OCH,); & 5.746 (d. 1H.
J=3.6, CH-OH); & 5.819 (d, 1H, J=3.9, CH-
OH); 8 7.079 (dd.1H, Joro = 8.1, Jmew = 1.35,
H-6); 8 7.167 (tt. 11, Joro =7.2. Jmew = 2.1,
H-4°); & 7.250-7.420 (m. 6H, H-3, H-7, H-
2°, H-3", H-5", H-6"); 6 11.758 (s, 2H. H-1.
NH y NH-CO»)

(R)(S)-5(6)-(1-Fenil-1-hidroxi)metil-14-

bencimidazol (1)

Espectro 6a: >C RMN, DMSO ds

5 52.375 (O-CH,); & 74.655 (CH-OH);

8 111.304 (C-7); 5 112.958 (C4); 5 119.976
(C-6); 8 126.233 y 8 126.326 (C-2'y C-6°);
8 126.353 ( C4’), & 127.487 y & 127.954
(C-3'y C-5"); & 134.812 (C-3a); & 135.532
(C-7a); 8 139.014 (C-5): 5 146.285 (C-1°),
8 148.006 (C-2); 5 155.291 (NH-CO;y)

FAB: Bombardeo dec i ipid m/s: relacion de masa carga. DMSO ds: dimetilsulfoxido dculerado S:
singulete. d: doblete. dd,:doble de dobles. u: tnpl:tc de triples m: Ttip J: de pl (Hz)
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Tabla 11. Datos esp dpicos y csg 1cos asignados sl p 2.
Compucsto Datos espectroscopicos

Espectro 7: IR (KBr) v (cm’™)
3396 (N-H), 1733 (O-C=0), 1647(NH-
C=0), 1600 (C=C), 1267 y 1229 (C-0)

Espectro 8: EM (1E)
m/z 339 (M”, 66 %), m/z 247 (100 %)

Espectro 9: 'H RMN, DMSO d,

8 2.137 (s, 3H, COCHy);, & 3.760 (s, 311, O-
CH,); 8 6.866 (s, 1H, CH-0); 6 7.114 (dd,
1H, Jono = 8.1, Jmew = 1.5, H-6);

87.253 (11, 1H, Jono =6.9, Jmew= 1.5, H-4°),;
& 7.312-7.430 (m, 6H, H-4, H-7, H-2', H-
3°, H-5", H-6")§ 11.929 (s, 21, NH y NH-
COy)

RYE)-3(6)-(1-Acstoxi-1-fenihmetil- 1 | iro 10a: C RMN, DMSO d
bencimidazol (2) §21.024 (COCH,); 6 52.505 (O-CH,);

8 76.886 (CH-0), 5 112.343 (C-7);
5 113.552 (C-4); 6 120.355 (C-6);
§126.453 (C-2'y C-6). & 127.513 (C-4°);
§128.433 (C-3'y C-57), & 133.452 (C-5);
5 135.847 (C-3a); 6 136.179 (C-7Ta);
5 141.156 (C-1°); 5 148.151 (C-2);
& 154.809 (NHCO3); 5 169.596 (COCH3)

IE: Impacto clectrénico. m/z: relacion de masa carga. DMSO d,: dimetilsulfoxido deuterado. §° singulete. d:
doblete. dd,:doble de dobles. tt: triplete de triples. m: muluplete. J: ¢ de pl nto (Hz)

En la Tabla 12 s¢ pucde obscrvar los resultados de aspecto fisico, rendimiento y

constantes fisicas para los compucstos 1 y 2.

Tabla 12. Aspecto, rendimiento y constantes fisicas de los compuestos 1 y 2.

Compucsto Aspecto fisico Rendimiento % p-f. (°C) Ry
1 Polvo blanco amorfo 50 > 380" 0.47° y 0.30°
2 Polvo blanco amorfo 85 153-154 0.48¢

* Con descomposicion
® Sistema CHC1,/McOH 85:15
¢ Sistema CHCIy/McOH 90:10
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5.2. Prucbas de susceptibilidad in vitro para Giardia lamblia

En la Tabla 13 sc presentan los resultados de la Concentracion letal (CL)
concentracion que ocasiona disminucion del 50 y ¢l 90 % de la viabilidad de los trofozoitos
CLso y CLso expresada como concentracién letal 50 y concentracion letal 90, en unidades

micro molar (M)

Tabla 13 Resultados de pruelas Jde susceptibiidad in viero de Giardia lamdlia, en peesencia del metabolito
hidroxilado del Mebendazol, Metendazol, Albendazol y Metronidazol

COMPUESTO CLsa (M) CLeo (M) CLyo/CLso
1 0.895 24.747 27.65
Mebendazol 0.203 0.440 217
Albendazol 0.037 0.075 2.02
Metronidazol 1.220 7.47 6.12

5.3. Determinacion de solubilidad.
En la Tabla 14 sc muestran los resultados de solubilidad para el Mebendazol y los
compuestos 1 y 2. En cada caso se expresa si se utilizé inicamente ctanol absoluto anhidro o

una mezcla de agua con ctanol absoluto anhidro.

Tabla 14 Solubihidad del mebendazot y de los compuestos 1y
2, en nedios polares.

Compucsto Solubilidad en medios polares

(ug/mL)
Mebendazol 3333
1 45.45*

2 100.00®

* El disolvente utilizado fue EtOH absoluto anhidro.
1 compuesto se disolvié en una solucion de
HO0H (30 25:1) 0 bien con 1.6 % de E1OH

5.4. Evaluacion de la estabilidad del derivado biorreversible.
En los Esquemas 19 y 20 se presentan los espectros de absorcidon para los compuestos
1 y 2 obtenidos en una longitud de onda entrc 200 y 400 nm. Ademéis estos esquemas

incluyen los valores de A maximo de absorcién para cada uno de los compucstos.
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Esq 18. Esp de ab i6n en ultravioleta de (RXS)-5(6)-(1-Fenil-1hidroxi)metil- 1 }/-bencimidazol (1)
en EtOH.
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Esquema 19. Espectro de absorcion en ultravioleta de (RXS3)-5(6)-(1-Acctonri- b -fenilymenl- 1H-bencimidazol (2)

cn EtOH.
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En el Esquema 20 se¢ muestran los resultados cualitativos de la evaluacion de
estabilidad del derivado biorreversible (2) en soluciones amortiguadoras en presencia de las

cnzimas csterasa y tripsina obtenidas mediante cromatografia en capa fina

Evaluacion de estabilidad dcl derivado biorreversible 2 en prescacia de
las enzimas csterasa y tripsina

tos);
13

B3 50 % de degradacion

y 100 % (m

@ 100 % dc degradacion

de 50
8

dacién
g

para degra

iempo requeirido
3

T
3

1 2 3 a

1. Esterasa pH = 7.4, 2. Esterasa pH 5.0, 3. Tripsina pH 4.0, 4. Tripsins pH 1.0

Esquema 20. Tiempo observado para la degradacion del SO y 100 % del derivado biomreversible (2) frente a las
cnzimas csterasa y tripsina. Sobre las barras se observa el tiempo requerido para la degradacion.
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5.5. Determinacién de Log P.

En la Tabla 15 se presentan los valores tedricos de log P obtenidos mediante el

programa computacional ACD Lab log P DB.

Tabla 15. Valores de log P tedricos, otterudos con
el programa ACD l.ab log P DB3

COMPUESTO LogP

Mcbendazol 242 +0.89
1 1.99 + 0.62
2 2.88 +0.62
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6. DISCUSION DE RESULTADOS
6.1 Consideraciones para el disefio del derivado biorreversible
El diseilo sc sustentd en varios aspectos, los cuales se mencionan a continuacién:

e Sc conoce que el principal metabolito del Mebendazol el 5(6)-(1-Fenil-1-hidroxi)metil-2-
mctoxicarbonilamino-1/7/-bencimidazol (1), presenta en su  estructura  un  grupo
hidroxilo,’® que permite utilizar cualquicra de las dos estratcgias para el disefo de
derivados biorreversibles hidrosolubles:™

a) La adicién de un modificador iénico o ionizable en condiciones fisiologicas y
b) La adicién de un modificador para disminuir el punto de fusion.

e Para gencrar ¢l metabolito de interés fue necesario llevar a cabo la reduccién del grupo
carbonilo presente en ¢l Mcebendazol dando lugar al respectivo alcohol secundario. Se
espera que al llevar a cabo dicha reduccion, ¢l mctabolito gencrado, presenté similar
actividad giardicida, ya que sc tienc ¢l conocimicnto de que este metabolito también
presenta actividad antihelmintica,’® partiecndo del hecho de que ambas actividades sc
deben a mecanismos de accidn similares (inhibicion de la polimerizacidn de tubulina para
formar cl microtubulo nuclear, afectando la divisién mitética del microorganismo).”

e Sec optd por sintetizar un derivado biorreversible del tipo estructural bipartita por ser cl
que presenta menor cantidad de pasos en la sintesis, ya que sélo sc requiere la unién del
farmaco (que cn coste caso es cl metabolito hidroxilado del Mebendazol) y el
modificador.

e El derivado biorreversible propuesto cs cl acctilado del metabolito det Mebendazol, el
cual presenta un cnlace éster factible de ser hidrolizado por las enzimas csterasas,
especificamente carboxilesterasas, presentes cn las células de la mucosa intestinal
(enterocitos).”

e El derivado biorreversible dcberd presentar un ticmpo de estabilidad cn soluciones
acuosas mayor a 3 horas (cl tiempo dc transito del intestino delgado es de 3.5 a 4.5 horas),
para que al alcanzar dicha zona sc encuentre en forma estructuralmente integra.®®

e Se espera que el derivado biorreversible alcance la parte superior del intestino delgado
(duodeno), y una vez en este lugar sc solvate cn la fase acuosa luminal y posteriormente
alcance la mucosa intestinal difundiendo a través dc las capas presentes en dicha zona,

como se¢ mucstra en el Esquema 12,” alcanzando, de csta manera al sitio de accién del
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compuesto, mucosa de duodeno y yeyuno, especificamente. Al momento de llegar a esta
capa intestinal, ¢l derivado biorreversible podra scr hidrolizado por las carboxilestcrasas
presentes en el espacio intersticial (las cuales provicnen del citoplasma dc los enterocitos
y fucron liberadas después del daio celular ocasionado al implantarse Giardia lamblia en
dicha regién), mecanismo propucsto para la liberacion del farmaco a partir del denvado
biorreversible como se ilustra en el Esquema 13.7* Una vez que el principio activo se
encuentre en solucidn, ¢s posible que pueda entrar al interior del microorganismo a través
dc difusion pasiva y Heve a cabo su accion giardicida.

e En cl caso dec que el metabolito del Mcbendazol presente baja actividad giardicida, se
consideré que una vez quce cl derivado biorreversible lleguc al sitio de accién, las enzimas
esterasas hidrolizaran ¢l enlace ester de este derivado para onginar ¢l metabolito del
Mebendazol. El grupo hidroxilo de dicho compuesto puede ser oxidado por los sistemas
cenzimdticos citocromo P-450, presentes en la mucosa intestinal, y de csta mancra

rcgenerar al Mcbendazol.®!

6.2. Sintesis del derivado biorreversible.

Para la sintesis del compuesto 1, necesario para la preparacion del derivado
biorreversible, se utilizé como materia prima Mcbendazol, al cual sc le determiné Espectro de
Infrarrojo (Espectro 1) y Espectro de masas (Espectro 2), que correspondicron a los reportados en
la literatura,® Todos los espectros se cncuentran en ¢l apartado denominado Apéndice. A

continuacion sc discuten los resultados obtenidos durante la preparacion de los compuestos 1 y 2

6.2.1 Sintesis de (R)(5)-5(6)-(1-Fenil-1-hidroxi)metil-2-metoxicarbonilamino-1/7-
bencimidazol (1).

Para la sintesis del compuesto 1, sc empled un método de reduccién quimica con la
utilizacién de borohidruro de sodio (NaBH4) como donador dc hidruros, metano! (McOH) como
donador de protones y dimetilformamida (DMF) como medio de reacciéon. La reaccion cs una
adicién nucleofilica de hidruro al grupo carbonilo del Mebendazol.””®

Como se sabe el NaBH, es un agente reductor suave y se puede utilizar con disolventes
proéticos tales como McOH, aunque se debe de considerar que en csas condicioncs se presenta

una reaccion secundaria entre ¢l hidruro del NaBH, y ¢l protén del MeOH para generar
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hidrégeno. Debido a que en nuestras condiciones de reaccion ¢t Mebendazol, no se encontraba
complctamente en solucién, la reaccién secundaria mencionada anteriormente se vio favorecida y

7 . '
Una consideracion

por cllo no fuc conveniente utilizar como medio de reaccién McOH.
adicional, cn csta sintesis, es la adicién de borohidruro y metanol a temperatura baja (bano de
hiclo), con la finalidad de disminuir la energia liberada al inicio de la reaccidn.

El McOH es un reactivo primordial en csta reaccién, como se pudo constatar cuando no se
utilizé en nuestros primeros intentos de realizar la reduccidn, en los cuales la reaccion no se llevd
a cabo; csto es debido a que cl protén del McOH, ligeramente acido pKa =15.2,*% protoné al
oxigeno del carbonilo, provocando que el carbono sca mas clectréfilico, para el ataque del
nucledfilo (i6n hidruro), debido a que presenta una carga positiva parcial, situaciéon que permite
que la rcaccidén avance;”* al mismo ticmpo ¢l McOH solubiliza ligeramente al Mebendazol
favoreciendo el avance de la reaccioén.

Sc opté por utilizar dimetilformamida como medio dc reaccion, debido a que el
Mcbendazol es ligeramente soluble cn dicho disolvente, y ¢! borohidruro de sodio es bastante
soluble.?® Esta escasa solubilidad del Mebendazol permitié que la poca cantidad que se encucntra
cn solucién reaccione con ¢l borohidruro para formar producto, ocasionando que ¢l equilibrio de
la reaccién sc desplace hacia una mayor disolucién del Mcbendazol, el cual se encontrara

disponible para formacién dc mis producto.

DMF
Mebendazol aiidoy ———+ Mebendazol soieisn) + NaBHy ———— 9 Compucsto |
MeOH

Lo antcrior fuc debido a que con otros disolventes tales como tetrahidrofurano,
diclorometano, cloroformo, 2-propanol, ctilenglicoldimetileter, éter dictilico, sc intentd llevar a
cabo la reaccién sin observar ningun progreso y sc atribuyd principalmente a la nula solubilidad
dcl Mebendazol en estos disolventes.™

En un intento por aumentar la solubilidad del Mcbendazol y de esta mancra aumentar la
velocidad de 1a reaccidn, sc adiciond una pequeiia cantidad de acido férmico (HCOOH), ya que
se sabe que ¢l Mebendazol es soluble en estc disolvente,* pero tampoco hubo progreso en la

reaccién; lo mismo sucedio al adicionar dcido acético (CH;COOH). El origen de csta nula
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reactividad puede ser debido a que el NaBH4 forma complejos acetoxiborohidruros con el acido
acético y fdrmico, complejos a partir de los cuales no es posible que ¢l hidruro pucda reaccionar
con el grupo carbonilo del Mcbendazol, debido a impedimento cstérico ya que a que ¢l carbonilo
se encucntra entre ¢l grupo fenilo y el bencimidazol; esto (ltimo sec ha podido observar cuando sc
han hecho intentos por realizar reduccioncs cstéreoselectiva con NaBH, en presencia de acido
acético, a partir de las cuales se ha logrado reducir el carbonilo de la acetofenona, no asi el de la
benzofenona.®® Ademas la presencia de dcidos mas fuertes que el MeOH (RCOOH, pKa ~ 4-5),"*
provocaria una mayor formacién de hidrégeno, por tener protones mds disponibles para que
reaccionen con cl hidruro.

Una vez que concluy6 la reaccion, se utilizo agua para precipitar ¢l producto. Al mismo
tiempo se disuclven las sales de borato formadas,” asi como s¢ permitié separar la DMF. El
solido crudo que sec obtuvo con un rendimicnto del 57 %, presentd un color crema, por
cromatografia en capa fina sc obscrvaron dos productos, uno cn menor cantidad, el cual
desaparecid después de lavar con acctona. El compucsto | puro, sc obtuvo con un rendimiento
del 50 % (Tabla 12).

Con la finalidad dc encontrar un método de reduccion quimica que proporcionara un
rendimicnto mas alto, sc optd por utilizar tricloruro de aluminio (AICl,), para mejorar ¢l cardcter
reductor del borohidruro de sodio,*® en presencia de dictilenglicoldimetileter como disolvente, en
este intento no sc consiguid obtener cl producto descado y ¢l fracaso se atribuye principalmente a
1a insolubilidad del Mcebendazo! en dicho disolvente, ¢l cual permite solubilizar ampliamente al
NaBH,. Por otra parte, se busco obtener el compuesto 1, utilizando formiato de amonio y paladio
sobre carbono al 10 % en mectanol,*’” obteniendo al parecer un producto originado por la
reduccion del grupo carbamato o bicn la reduccion de la cetona hasta metileno, pero que no es
posible asegurarlo debido a que no sc caracterizé. Otro intento consistié en utilizar zinc metilico
en medio basico, proporcionado por hidroxido de sodio, utilizando como disolvente ctanol,
basindonos en ¢l método dec reduccién del carbonilo de la benzofenona,®® los resultados
obtenidos no proporcionaron el compuesto 1 y ¢l compuesto obtenido mediantc esta rcaccién se
descompuso al exponcrlo a la luz.

Por otra parte cuando sc determiné ¢l punto de fusion de 1, sc observé descomposicién a
380 °C. Resultd 16gico lo observado puesto que cn este compuesto ¢l hidroxilo contribuye en

mayor proporcion a la formacién de pucntes de hidrogeno, en comparacion con el carbonilo del
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Mebendazol, cuyo punto de fusién es de 288.5.0 °C.** La presencia del hidroxilo origina que sc

requiera una cantidad dec energia adicional para provocar la fusién del compuesto 1.

Dcbido a lo anterior, s¢ decidio llevar a cabo la acetilacidn del hidroxilo del compuesto 1,

con la finalidad de abatir su punto de fusién,’ y al mismo tiempo sintetizar un derivado

biorreversible.

A continuacién se¢ detallan los datos Espectroscopicos y Espectrométricos que permitieron

caracicrizar y corroborar la sintcsis det compuesto 1

En ¢l Espectro de Infrarrojo en KBr del compuesto 1 (Espectro 3), la sefial que permitié
determinar que se Hevé a cabo la reduccion, es la banda ancha en 3330 cm™ que se asignd
al hidroxilo (O-H), ademis de la desaparicion de la banda en 1731 cm’™ quc se presentd en
¢l espectro del Mebendazol (Espectro 1),*? correspondiente al carbonilo de la cetona. Las
sefiales adicionales presentes en ¢l Espectro 3 son similares a las presentadas cn el
Mebendazol, la banda cn 3563 cm’! que corresponde al amino (N-H) asi como la banda en
1632 cm™ correspondiente al carbonilo del carbamato (NH-C=0), que permancce sin
cambio, indicindonos que no hubo reduccion del carbonilo del carbamato.

Referente al Espectro de masas del compuesto 1 (Espectro 4), debido a quc este
compuesto presenté un punto de fusion bastante alto (mas dc 380 °C), no fuc posible
determinar su peso molecular por impacto clectrénico o ionizacidén quimica, ya que en
ambos casos ¢s necesario volatilizar al compuesto para rcalizar cromatografia de gases.
Por lo cual su pecso molecular se¢ detcrmind mediante FAB (Bombardeo de atomos
rzipidos).“ dondc se utilizé como matriz alcohol-3-nitrobencilico. En ¢l espectro 4 se
presentd una sefial en m/z 298 con una intensidad del 45 % y se asignd a (M + H]", es
decir el i6n molecular protonado, por lo tanto sec corroboré ¢l peso molecular del
compucsto 1 que es 297, ya que como se¢ puede mostrar, no corresponde a ninguna dc las
sciales originadas por cl espectro de masas de la matriz utilizada en FAB, Alcohel 3-
nitrobencilico, cuyo espectro de masas, sc presenta en ¢l Apéndice (Espectro 14).

En relacién al Espectro de Resonancia Magnética Nuclear Protonica del Compuecsto 1
(Espectros 5a), sc obscrvaron cntre 5.740 y 5.826 ppm, dos dobletces, cada uno de los
cuales integro para 1 protén, y se asignaron al grupo CH-OH; ¢l doblete centrado en 5.746
ppm se asigno al hidrégeno del metino y presenté J = 3.6 Hz, sc acoplé con el protén

presentc en el hidroxilo, acoplamiento que desaparecié al intercambiar el protén del
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hidroxilo con agua decuterada produciendo un singulete en esta seftal ( Espectro 5b); el
doblete que aparccié centrado cn 5.819 ppm con J = 3.9 Hz sc asigné al protén del
hidroxilo, como se observéd al realizar ¢l intercambio con agua deuterada (Espectro 5b),
donde dicha seilal disminuyé de intensidad, debido al intercambio de este proton por
deuterio. La constante de acoplamiento en ambos casos presentd un valor muy cercano al
reportado tedricamente (CH-OH, J ~ 4-5 Hz).” Los desplazamientos obtenidos por estos
protones pcrmiticron corroborar la formacién del alcohol secundario a partir dc la
reduccion del grupo carbonilo de cetona en el Mcbendazol. El singulete en 3.735 ppm que
integré para 3 protones sc asignd al metoxilo (O-CH;) del grupo carbamato. El doble de
dobles centrado en 7.079 ppm que integrd para un protén con Joae = 8.1 Hz y una Joew =
1.35 Hz, sc asigno al protén H-6. En 11.758 ppm sc observé un singulete que integro para
2 protonces, la schal sc asigno a los protones de las dos aminas, la amina sccundana
presente en ¢l imidazol y la amina del carbamato NH-CO;, seiial quc desaparecid al
intercambiar los protones por deuterio (Espectro 5b). Sc observé un triple de tniple
centrado en 7.167 ppm, con Joae ~ 7.2 ppm Y Jmew ~ 2.1 ppm, scilal que integrd para un
protén y que sc asignd al protén H-4" y cuyas constantes de acoplamicnto no son iguales
en ambos lados por no scr cquivalentes los protones con los que sc acoplé este protdn.
Entre 7.250 y 7.420 sc presentd un multiplete que integrd para 6 protoncs, por el valor de
los desplazamicentos estas seiales se asignaron a los protones aromdticos: H-4, H-7, H-2",
H-3°, H-5'y H-6".

Respecto al espectro de Resonancia Magnética Nuclear de carbono (Espectro 6a y 6b), en
52.375 ppm sc presenté la scial que sc asignd al carbono del metoxilo O-CHy; en 74.655
ppm se¢ presentd una seflal que se asigné al carbono presente en ¢l CH-OH, sefial que nos
permitié confirmar la reduccidn rcalizada. Las seiales en 111.304 ppm, 112.858 ppm y
119.978 ppm sc asignaron a los C-4, C-7 y C-6 respectivamente, basadas en
desplazamientos tedricos. La sciiales entre 126.233 ppm y 127.954 ppm, sc asignaron a
los carbonos presentes cn el fenilo, también cn base a desplazamicntos tedricos, cn cste
caso sc pucde obscrvar que dcbido a la presencia de un grupo que cede densidad
electrénica (CH-OH), los C-2'y C-6" y los C-3'y C-5" no presentan desplazamicntos
completamente iguales, ademas es posible decir que los carbonos C-2'y C-6°, se

presentan a valores de desplazamicnto mas bajos que los carbonos C-3"y C-5°, porque se
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cncuentran mas cerca del grupo que cede densidad electronica. Las sciales en 134.815
ppm y 135559 ppm sc¢ asignaron a los carbonos cuaternarios C-3a y C-7a
respectivamente, ya que son scilales de menor intensidad. La senal en 139.014 ppm sec
asigno al C-5 y la seftal cn 146.285 ppm se asignd al C-1°, 1a scilal en 148.006 ppm sc
asigné al carbono C-2 y la sciial en 155.292 ppm sc asignd al carbonilo del grupo
carbamato (NH-CO,).

6.2.2. Sintcsis de (R)(S)-5(6)-(1-acctoxi-1-fenil)metil-2-mctoxicarbonilamino-1//-
bencimidazol (2)

La reaccion de acetilacion del hidroxilo del compuesto 2 se llevé a cabo con anhidndo
acético, un reactivo que resulta ser muy accesible y barato, utilizando como medio de reaccion
acetato de ctilo, disolvente en cl cual ¢l compuesto 1 ¢s ligcramente soluble, y como catalizador
dcido sulfitrico (H2S04). La reaccion que se realizd es una sustitucion nucleofilica en carbono
sp®, cn este caso ¢l nucledfilo entrante ¢s cl hidroxilo del compuesto 1, ¢l cual sustituyé al idn
acetato que se climind como grupo saliente. El acido sulfirico en csta rcaccidon sc utilizd como
catalizador dcbido a quc tienc la capacidad de protonar el carbonilo del anhidrido acético para
hacerlo mas clectréfilico y de esta manera reacciona a mayor velocidad con el alcohol
(nucleofilo).”” La reaccion se intentd realizar cn ausencia de Acido sulfiirico observandose que no
se llevaba a cabo después de 72 horas.

Una vez que la rcaccién habia concluido se obtuvicron dos productos uno de los cuales
presentaba un R, = 0.27 (CHCI13/McOH 90:10). Este producto desaparecié después de lavar con
agua la mezcla de reaccidn y posterior neutralizacion del acido generado, con solucién acuosa de
carbonato de potasio al 5 %. El producto que desaparcce puede ser ¢l generado por la acctilacion
del imidazol, rcaccidon que produce una amida, que sc tienc como antecedente, sc hidroliza
facilmente en presencia de agua.®® El producto crudo sc obtuvo al concentrar la fase organica
tratada mediante extracciones con carbonato de potasio al 5 %, sc recnistalizé de EtOH,
proporcionando ¢l compucsto 2, con un rendimicnto dcl 85 %.

El compuesto 2, presentd un punto de fusion de 154 °C (Tabla 12), mostrando quc sc
consiguié cl objetivo de abatir el punto de fusidon del compuesto 1, mediante este derivado
acetilado, ya que ¢l compuesto 1 presenté un punto de fusidon mayor a 380 °C. Al mismo tiempo.

el compucsto 2 sc considera derivado biorreversible del metabolito hidroxilado del Mebendazol.
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La acetilacién en ¢l grupo OH dec 1 se puede cotroborar por los datos Espectroscépicos y

Espectrométricos que sc explican a continuacioén:

En el Espectro Infrarrojo cn KBr para el compuesto 2 (Espectro 7)., se presenté una banda
en 1733 ecm™ y se asigné al carbonilo del acetilo (CH,C=0), sedal que no sc encontrd
presente en el Espectro Infrarrojo del compuesto 1 (Espectro 3). La presencia de esta
banda, indicd que en este compuesto existe un grupo acctilo. Las bandas adicionales
encontradas cn estc cspectro, indican que los grupos funcionales prescntes en el
compuesto 1 y Mcbendazol, sc presentan en el compuesto 2.

Respecto al Espectro de Masas por impacto clectrénico (IE) del compuesto 2 (Espectro
8), sc obscrvd m/z 339 para el i6n molecular con una intensidad de 66 %. La seial en m/z
280, [M-59]" sc originé por la pérdida del acetoxi o bien del O=COCH; del carbamato. El
pico basc (100 %) del espectro cs mi/z 247 , [M-92]°.

Referente al Espectro de Resonancia Magnética Nuclear Proténica del compuesto 2,
(Espectro 9), en 2.137 ppm sec presentd un singulete que integrd pu}a 3 protones y sc
asignd al mectilo del acetilo (O=CCH3); en 3.760 ppm sc presenté otro singulete que
integro para 3 protones y sc asigné al metoxilo (O-CHj3) presente a campo bajo por cstar
unido directamente a un atomo clectronegativo, oxigeno; en 6.866 ppm sc presenté un
singulete que integré para 1 protén y sc asigné al metino unido al acctoxi (CH-OC=0); sc
presentd un doblc de dobles centrado en 7.114 ppm, con Jono = 8.1 Hz ¥ Jrwew = 1.5 Hz,
integré para un protén y sc asigné como H-6, en cl espectro COSY (correlacién 'H-'H a
un enlace de distancia), Espectro 11b, y cuya ampliacion sc muestra en ¢l Esquema 21, se
observa que el H-6 sc acoplé con los protones presentes cerca de 7.4 ppm, tcdricamente se
acopld con los protoncs H-4 (acoplamiento meta) y H-7 (acoplamicnto orto), pero no es
posible designar cada uno de cstos protoncs debido a que presentan desplazamientos muy
cercanos; sc observo un triple de triples centrado en 7.253 ppm, Jono ~ 6.9 HZ Y Jea ~ 1.5
Hz, sc asignd al H-4"; Entre 7.312 y 7.430 sc obscrvo un multiplete que integré para 6
protones y se asigné a los protones aromaticos: H-4, H-7, H-2",H-3", H-5"y H-6, sobre la
base de desplazamicntos tedricos, ya que con el Espectro COSY (Espectro 11b) no es
posible designar acoplamiento entre cstos protones aromaticos por la cercania de los

desplazamientos producidos; el singulete que se presenté en 11.929 ppm integrd para 2
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protones, los cuales sc asignaron a la amina secundaria presente ¢n ¢l imidazol y la amina
dcl grupo carbamato (NH-CO;).
En el Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (Espectro i10a y 10b), la
sefal en 21.024 ppm sc asignoé al metilo del acetoxi (O=CCH,); la seial en 52.505 ppm se
asigno al metoxilo (O-CHj); la seilal en 76.886 sc asigné al metino unido al acetoxi (CH-
=0); en todos los casos las scilales asignadas corrclacionaron con los respectivos
protones designados cn dichos carbonos, como sc muestra en ¢l espectro HETCOR
(correlacion 'H-"3C a un enlace de distancia, Espectro 12a). ¢l cual se presenta ampliado
en ¢l Esquema 22; la seial en 112.343 ppm sc asigné al C-7 y la seial en 113.552 ppm se
asignoé al C-4, ya que ambos carbonos corrclacionaron con los protones aromaticos como
se muestra en ¢l cspectro HETCOR; la scidal en 120.355 ppm sc asigné al C-6, debido a
que ¢cn ¢l Espectro HETCOR corrcelacion6 con el doble de doble asignado al protén en
este carbono; la seiial en 126.453 ppm se asigné a los C-2'y C-6’, debido a que la sefal es
intensa y al parccer sc¢ debe a dos carbonos simétricos, ademas de que en cl Espectro
HETCOR, csta scilal corrclacionéd con la seilal producida por los protones aromaticos
presentes cerca de 7.37 ppm; la sefial en 127.513 ppm se asigné al C-4°, ya que como sc
puede ver en ¢l Espectro HETCOR correlaciono con ¢l triple de triple asignado al protén
H-4°; la scial en 128.847 ppm sc asigné a los C-3'y C-5'de mancra similar a la
asignacion a los C-2" y C-6'; la sciial en 135.847 ppm sc asigné al C-3a y la senal en
136.179 ppm al C-7a, como sc muestra en ¢l espectro HETCOR, ambas carbonos no
correlacionaron con ningin protén indicando carbonos cuaternarios, lo cual también sc
apoya en la intensidad dc la sciial producida (poca intensidad); 1a scial en 154.809 ppm sc
asigné al carbonilo el grupo carbamato, desplazamicnto similar al designado para el
mismo carbonilo presente en ¢l compuesto 1 y al correspondicnte en ¢l Mcbendazol;® la
seflal en 169.596 ppm sc asigné al carbonilo presente cn ¢l grupo acetoxi (O-COCH;),
como sc¢ mucstra en cl cspectro HETCOR, ecste carbono no correlacioné con ningin

proton.

63




DISCUSION DE RESULTADOS

1L ET
L €

L}

(N3

co-0

),
u

- e e ct e - - ————

Esquema 21, Espectro bidimensional COSY, del compuesto 2.
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Esquema 22. Espectro bidimensional HETCOR del compuesto 2.
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Respecto al Espectro NOESY (correlacién 'H-'H, debido a interacciones espaciales)
designado como Espectro 13, presenté en cl Esquema 23, sc mostré que el protén del
metino unido al acetoxi (CH-OC=0), cn 6.866 ppm, corrclacioné con los protoncs
presentes en ¢l metito del acetilo (O=CCH),), en 2.137 ppm; dicha correlacion se realiza a
5 cnlaces de distancia y nos confinma que la acetilacién se realizé en el hidroxilo y no en
¢l imidazol, que también cs nucledfilico. La intecraccién que sc presenta entre estos
protones se puede obscrvar en el Esquema 24, en cl cual sc presenta la estructura
tridimensional decl compuesto 2. A partir del Esquema anterior es posible mostrar las
interacciones que sc realizan entre los protones aromaticos H-4 y H-2' con los protones
del metilo del acetilo, interaccion que también se pucde observar en el Espectro NOESY
del compuesto. Cabe aclarar, que para facilitar la representacién, las flechas indican la
interaccidn entre un protén cspecifico del grupo metilo, pero dicha interaccidn se realiza

con cualquicra de los protones del metilo, ya que son cquivalentes.
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Esquema 23. Espectro bidimensional NOESY, del compuesto 2.
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P

S

Esquema 24, Representucion tridimensional del compuesto (R)(I;\')QSV(M-(I-/\ccw;i-I-ﬁ:nii)mcvnlv- I’H-t-su-,iumiunl
(2), en cl que se mucstra la interuceién 'H-'H que se observa en ¢l Uspectro NOESY (Espectro 13b) Las flechas
indican los protones que se encuentran formando parte de ln internccidn.

6.3. Pruchas de susceptibilidad in vitro para Giardia lamblia
Respecto a la actividad giardicida del metabolito hidroxilado del Mebenduzot (Compuesto
1), los resultados obtenidos s¢ presentan en la Tabla 13, listos resultados muestran que ¢l
- compuesto 1 presentd menor potencia in vitro (Cl.so = 0.895 nM), contru Giardia lumblia. que el
Mebendazol (Clsy = 0.203 pM). ¥ nos indican que para inhibir ¢l erecimiento de la misma
cantidad de trofozoitos se requicre una concentracion mayor de 1 en comparacion con la
concentracién del Mebendazol. En la misma Tabla 13 se presentan los resultados obtenidos para
el Albendazol y ¢l Metronidazol; respecto al Albendazol se puede observar que muestru una
Lf mayor potencia giardicida, que el Mebendazol y ¢l metabolito hidroxilado: con relacion al
Metronidazol, que es ¢l medicamento de cleccion en el tratamiento de la giardiosis en la
poblacién mexicana, se muestrn que resulta ser ¢l menos potente que los compuestos analizados

(CLso = 1.220 uM).
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Por otra parte, ¢l cociente CLoo/ Clso nos indica que tan alcjados sc encuentran los valores
de CLsp y CLago, considerando que lo ideal es presentar cocientes entre 1 y 2, ya que estos valores
indican mayor eficacia del compuesto.” Los resultados presentados cn la Tabla 14 muestran , por
lo tanto que ninguno de los compuestos analizados presenta mayor eficacia que ¢l Albendazol. A
pesar de los resultados obtenidos, el compuesto 1 se puede utilizar como fairmaco para la sintesis
del profirmaco del Mebendazol, debido a las consideraciones planteadas anterionnente en el

discilo del derivado biorreversible (Apartado 6.1).

6.4. Determinacion de solubilidad

En la Tabla 14 sc presentan los resultados de solubilidad obtenidos para cl
Mcbendazo! y los compuestos sintetizados. Debido a que ¢l Mcbendazot y el Compuesto 1 son
completamente insolubles en agua, se determiné su solubilidad en un disolvente vrganico polar,
ctanol, para tener una aproximacion de su solubilidad acuosa de manera indirecta. Los resultados
obtenidos indican que ¢l compucsto 1 presentd mayor solubilidad (45.45 pg/ml.) que el
Mebendazol ( 33.33 pg/mlL) en ctanol.

En la determinacién de solubilidad del compuesto 2 (100 pg/ml.), sc utilizd como medio
de disolucioén una mezcla de agua/ctanol, en la cual ¢l ctanol se encontraba en muy poca cantidad
(1.6%), concentracién que nos hace estimar que ¢l agua sc encuentra cn mayor proporcion cn la
mezcla de disolventes. El resultado obtenido indica que el compuesto 2, presentd mayor
solubilidad acuosa quc cl Mcbendazol y ¢l compuesto 1. Por lo que sc puede decir que ¢l objetivo
de aumentar la solubilidad acuosa del Mebendazol a partir de la sintesis de un derivado
biorreversible s¢ cumplid, aunque el resultado obtenido no sca el establecido como meta al
utilizar la estrategia dc sintesis de derivados biorreversibles para incrementar la solubilidad
acuosa, basada en la dosis, ¢en la cual sc plantea que cl objetivo cs obtener una solubilidad de 150
ug/mlL, para el Mcbendazol.

La solubilidad acuosa del derivado biorreversible (2), resulta sumamente importante, ya
que al estar cn solucién en la mucosa de duodeno y ycyuno, scra sustrato de las cnzimas
carboxilesterasas, liberando al compuesto 1, y de esta manera se tendra una mayor concentraciéon
del compuesto en el espacio extracelular, provocando un gradiente de concentracion entre cl
interior y exterior del microorganismo, facilitando la entrada del compucsto 1, o bicn del
Mebendazol, para tratar de igualar las concentraciones dentro y fucra de la membrana celular del
parasito, llevando a cabo la accion giardicida.
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6.5. Evaluacion de estabilidad del derivado biorreversible (2).

En el Esquema 20 sc presentan los resultados cualitativos de la evaluacion del denivado
biorreversible cn presencia de las enzimas esterasa y tripsina, cn soluciones amortiguadoras a dos
valores de pH para cada enzima. En dicho Esquema se indica ¢l tiempo necesario para la
degradacién del 50 y 100 % dcl derivado biomreversible en solucidn, apreciado cualitativamente
mediante c.c.f.. Se¢ obtuvicron los mismos resultados en presencia y ausencia de enzima,
indicindonos que ¢! derivado biomreversible es  inestable en  soluciones acuosas
independicntemente del pH de la solucién y de la enzima presente; lo anterior es debido a que la
molécula de agua actia como un nuclcéfilo, en pH dcido o basico, para hidrolizar ¢l enlace ester
presente en el derivado biorreversible. Ademais cs posible apreciar que en ninguno dc los casos
analizados sc logré alcanzar ¢l ticmpo dc transito intestinal (3 horas) necesario para permitir que
¢l derivado biotreversible alcanzara el sitio blanco en forma estructuralmente integra.*

Se estima que las enzimas no participaron cn la hidrélisis del derivado biorreversible, debido
a que cl tiempo nccesario para la hidrélisis total del derivado biorreversible, fue mayor al
obtenido cuando se cvalué la actividad de las enzimas (seccion 4.5.2.1. y 4.5.2.2.), en dichas
cvaluaciones s¢ obscrvé hidrélisis inmediata de los sustratos utilizados, csperandosc ese mismo
resultado en la cvaluacion del derivado biorreversible, ya que las determinaciones se realizaron
con concentraciones similares de sustratos, derivado biorreversible y enzimas (cantidades
equimoleculares), considerando que scan sustratos dc cstas enzimas.

Ademas, es posible aprcciar a partir de los resultados obtenidos, que ¢l derivado
biorreversible sintetizado resultd ser mas estable a pH 5.0 (135 minutos, 100 % de degradacion)

y menos estable a pH 7.4 ( 60 minutos, 100 % de degradacién).

6.6. Determinacién de log P.

En la Tabla 15 se presentan los valores de log P tedricos, obtenidos mediante ¢l programa
computacional ACD Lab Log P. Estas determinaciones tedricas se realizaron con la finalidad de
estimar la liposolubilidad de los compucstos sintetizados, con ¢l conocimiento que cxiste bucna
correlacion entre los datos proporcionados por ¢l programa y los obtenidos experimentalmente. El
valor de log P cxperimental para el Mcbendazol a pH 5.0 es de 2.83, estc dato nos permite
confirmar la ascveracién antes mencionada, ya se encuentra entre ¢l rango de resultado obtenido

por cl programa computacional, log P dc 1.53 a3.31.
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La estimacién de la liposolubilidad de un compuesto resulta importante cuando sc desea
conocer su capacidad para atravesar membranas bioldgicas (permeabilidad). En el presente trabajo
este dato resulta importante debido a que una vez que ¢l farmaco (Mebendazol o su metabolito) se
sea liberado del profarmaco y se encuentre en solucién en el sitio blanco, es necesario que pueda
atravesar la membrana plasmatica de Giardia lamblia a través de transporte pasivo, para poder
llevar a cabo la accién giardicida. La membrana plasmatica de Giardia lamblia, al igual que la de
la mayoria dc los cucariotcs, sc encuentra constituida por componentes lipidicos (La evidencia
actual sugicre que tal membrana es un mosaico fluido compucsto dec proteinas embebidas en una
bicapa lipidica) que la hacen impermeable al paso de sustancias hidrofilicas;* por lo cual resulta
primordial quc ¢l farmaco con accion giardicida presente un balance centra sus propicdades
hidrofilicas y lipofilicas. Como s¢ menciond en ¢l Apartado 1.3.4.3., la velocidad con que difunda
cl farmaco a través de csta membrana plasmatica dependera del gradiente de concentracion en
ambos lados dc 1a membrana, el cual influye de manera directamente proporcional,*® factor que se
considera resuclto en virtud de haber aumentado la solubilidad acuosa del Mebendazol a partir de
su derivado biorreversible, ¢l compuesto 2; por lo cual ¢l aspecto a considerar a continuacién ¢s su
liposolubilidad a través de los valores de log P obtenidos en forma teérica.

A partir dc los resultados obtenidos, los cuales se presentan cn la Tabla 15, sc puede
observar que tanto ¢l compuesto 1 (log P = 1.37 a 2.61), como ¢l compucsto 2 (log P 2.26 a 3.5),
presentan valores de log P cntre 1 y 3, lo cual sugicre que presentan una lipofilia adecuada para
poder atravesar membranas bioldgicas a través de difusién pasiva, ya que dicho rango de valores
de log P se ha establecido como una ventana optima para absorcién pasiva de farmacos.”?

Cabe aclarar que en la determinacion de log P tedrica no sc considera la ionizacién del
compucsto a un determinado pH, ¢s decir no se determina el valor del log Dy En cl caso de los
bencimidazoles este dato no ¢s necesario ya que estos compucstos s¢ encuentran en forma ncutra a
pH intestinal, por lo cual el valor de log P rcalmente esta indicando su particiéon entre la
membrana bioldgica y el medio extracelular acuoso.

Otro punto impontantc dc aclarar, cs que al utilizar la estratcgia de abatir el punto de fusion
para aumcntar la solubilidad acuosa, se logré no disminuir la liposolubilidad decl derivado
biorreversible, como se muestra por los resultados obicnidos ¢n la Tabla 15, en los cuales se
muestra que el Mebendazol presenté un log P similar al del derivado biorreversible, situacién que

no se hubiera presentado al adicionar un grupo idnico o ionizable en condiciones fisioldgicas.
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6.7. Sintesis de un derivado biorreversible sobre la base de la estrategia adicion de un
modificador ibnico o ionizable cn condiciones fisiologicas.

Como sc especificéd en el Apartado 1.3.4.5.1. del capitulo de antecedentes, una de las
estrategias para la sintesis de derivados biorreversibles hidrosolubles consiste en la adicion de un
maodificador iénico o ionizablc cn condiciones fisiologicas. El objetivo de sintetizar un derivado
biorreversible sobre la basc de esta estrategia no proporciond bucnos resultados. El modificados
que sc pretendia adicionar al metabolito hidroxilado del Mebendazol consistia en un aminoacido
con un atomo quiral, L-alanina, ¢! cual sc encontraba protegido por det lado del grupo anuno con
el grupo protector t-BOC, s decir t-butoxicarbonito ((CH;)OCO), permitiendo que unicamente sc
encontrara disponiblc ¢l grupo carboxilo del alfa aminoacido y de esta forma se llevara a cabo una
reaccion de esteriftcacion.

Los compuestos que se¢ pretendian sintetizar se obtendrian en fonma de diasteroisomeros.
sintesis que al mismo tiempo permitiria la separacion de la mezcla racémica, originada al sintetizar
¢l metabolito del Mebenduzol, debido a que los enantionicros en la mezcla racémica presentan las
mismas propicdades fisicas tales como punto de fusidn, presion de vapor, punto de cbullicion.
indice de refraccion, densidad, cspectros ultravioleta, infrarrojo y resonancia magnética nuclear,
propicdades quc no permiten su scparacién, en tanto que los diastcroisémeros prescntan
propicdades fisicas diferentes, que facilitan su separacion.™

Para poder llevar a cabo la formacion del enlace ester se utilizaron dos agentes acoplantes.
Carbonildiimidazo! y Diciclohexilcarbodimida, con los cuales no se obtuvicron los resultados

descados.
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CONCLUSIONES

La sintesis de (R)(S)-5(6)-(1-Fenil-1-hidroxi)metil-2-metoxicarbonilamino-1#/-
bencimidazol (1), principal metabolito dcl Mebendazol, se llevé a cabo mediantc métodos
quimicos, obtenicndo un 50 % de rendimiento. El compuesto sintctizado se caracterizo
por sus constantes fisicas (aspecto, p.f., Ry solubilidad), sus datos cspectroscépicos y

espectrométricos, los cuales en conjunto permiticron confirmnar su estructura.

Aungque ¢l rendimicnto, de la reaccién anterior no fuc alto, esta sintesis permitié preparar
la materia prima para ¢l derivado biorreversible del Mebendazol y debido a los intentos
fallidos por llevar a cabo la sintesis mediante otros métodos, sc puede decir que los
resultados obtenidos fucron satisfactorios. Sc sugicre la posterior optimizacion de la
metodologia de sintesis con la finalidad de aumentar cl rendimiento y también disminuir

cl ticmpo de rcaccion que probablemente influyo en ¢l rendimiento.

La sintesis de (R} S)-5(6)-(1-Acctoxi-1-fenil)metil-2-metoxicarbonilamino-14/-
bencimidazol (2), permitié obtener un derivado biorreversibie del metabolito hidroxilado
del Mecbendazol, con un buen rendimiento (85%). Este compuesto también fuc
caracterizado por sus constantes fisicas, datos espectroscdpicos y espectrométricos, para

corroborar su estructura.

Respecto a la evaluacion in vitro de la actividad giardicida del compuesto 1, podemos
decir que el resultado obtenido no resulté del todo satisfactorio, debido a que presenté una

potencia y cficacia menor a la del Mcbendazol y Albendazol.

Respecto a la actividad giardicida del derivado biorreversible, no fue posible realizarla,
debido a que como se observd, resulta ser bastante inestable en soluciones acuosas,
disolvente en el cual se llevan a cabo las diluciones del compuesto para colocarlo en los
medios de cultivo en presencia de los trofozoitos de Giardia lamblia. A pesar de ello

resulta importante determinar su actividad giardicida (in vitro), ya que por definiciéon un
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profarmaco cn un compuesto farmacolégicamente inactivo y resulta necesario comprobar

esta ascveracion.

Respecto a la solubilidad acuosa de los compuestos sintetizados, los resultados obtenidos
nos muestran que cl objctivo principal de este trabajo sc consiguid, ya que se logro
aumentar la solubilidad del Mebendazol, en gran proporcién, a partir de la estrategia de
profarmacos, mediante la sintesis de un derivado biorreversible en basc a la estrategia de

adicion de un modificador para abatir ¢l punto de fusién.

La utilizacion de la cstratcgia anteriormente mencionada, permitié mejorar la solubilidad
acuosa del Mcbendazol a partir de la sintesis del derivado biorreversible, y al mismo
ticmpo permitid mantener las caracteristicas lipofilicas iddnecas, consideracién necesaria
para quc cl agente giardicida pucda difundir al interior del microorganismo y de esta

manera pucda ¢jercer su accién bioldgica.

A pesar de haber mejorado la solubilidad acuosa del Mcebendazol, a partir del derivado
biorreversible, los resultados obtenidos indican que este dltimo es un compuesto bastante
inestable en soluciones acuosas, ya que la liberacién del 100 % del metabolito hidroxilado
se llevo a cabo en un ticmpo minimo de 60 minutos a pH 7.2 y en un ticmpo maximo de
135 minutos a pH 5.0, resultados que nos indican que no es posible alcanzar la mucosa de
duodeno y ycyuno, cn condicioncs éptimas, s decir estructuralmente integro, ya que se

requicre minimo 3 horas y media tedricamente.

Sc sugicre quc cste compuesto puede ser utilizado como un profarmaco tépico, cn alguna
infecciéon cutdnca, ya que al administrarse de manera local, no nccesita ser muy estable y
con la misma humedad dc la zona de aplicacién puede dar lugar al farmaco y llevar a cabo
su actividad antimicrobiana. Sc debe de considerar realizar previamente la evaluacién de
actividad antimicrobiana del metabolito hidroxilado del Mebendazol, que en este caso

seria el principio activo dc intcrés.
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Como una consideracién adicional, respecto al compuesto 1, el cual sc obtuvo como una
mezcla racémica, la sintesis de uno de los enantiomeros sc podria rcalizar mediante una
reduccién cstercosclectiva, con la utilizacién de microorganismos en los cuales sc
cncuentran sistcmas enzimaticos que son estéreoselectivos y estércoespecificos, y pueden
llevar a cabo la reduccion del grupo carbonilo. Reacciones que permiten que se produzea
sélo uno de los cnantiémeros, ¢l cual, posteriormente se pucde evaluar para conocer si la

actividad bioldgica sc debe a alguno ellos, o bien s¢ debe la mezcla racémica.

El presente trabajo de tesis permitié utilizar una de las estrategias de la Quimica
Farmacéutica, la optimizacion farmacocinética, en la cual sc busca mejorar las
propiedades farmacocinéticas de los compucstos, en cste caso su absorcién, para con cllo
mcjorar sus propicdades bioldgicas, tal como la actividad biolégica, mediante la sintesis

de un derivado biorreversible hidrosoluble con potencial actividad giardicida.
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