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Introducción 

Introducción 

Las infecciones por parásitos intestinales constituyen un importante problema de salud .. 

por sus altas tasas de prevalencia y amplia distribución mundial, sobre todo en las regiones 

tropicales y subtropicaJes en donde las condiciones de higiene y alimentación son precarias. 

De acuerdo con algunos datos reportados por la Organización Mundial de la Salud 

(OMS), 1 las parasitosis intestinales son consideradas las enf'ermedades infecciosas más 

comunes en todo el mundo. Se estima que aproximadamente 3500 millones de personas 

son afectadas y 450 millones están enf'ennas a causa de dichas infecciones siendo .. niftos en 

su mayoria. 

De entre las principaJes parasitosis intestinales en nuestro país se encuentran la 

amibiasis, la ascariasis, la giardiosis y la oxiuriasis. 2 

Este trabajo centrará su atención en el protozoario Giardia /amhlia. el cual es tm 

parásito flagelado que produce la infección intestinal conocida con el nombre de giardiosis. 

Este protozoario intestinal es el más frecuentemente diagnosticado a escala mundial. y su 

prevalencia varia entre WJ 2 y S% en paises industrializados y entre lD1 20 y 30% en paises 

en vías de desarroUo; los repones de tramtjos hechos en México indican que varía entre 0.7 

a66%.3
·• 

La giardiosis, se produce en el intestino delgado del hombre y otros animales. Afecta 

con mayor frecuencia a la población infantil; su fonna de transmisión es a tra"·és de 

alimentos o agua contaminada con materia fecal que contengan quistes de Giardia /amb/ia 

(fonna inf'ectante del parásito); o también por transmisión directa de persona a persona .. 

cuando una de ellas tiene la parasitosis y no lleva a cabo las medidas básicas de 
higiene.• 1.u-1s.17 



Introducción 

Para el tratamiento de Ja giardiosis.. los fármacos de elección son el metronidazol. 

quinacrina. furazolidona. tinidazol. enh"e otros. Sin embargo. hay evidencias de que dichos 

fármacos presentan efectos colaterales indeseables. como son: reacciones de 

hipersensibilidad.. dolor abdominal. vértigo. discrasias sanguíneas. etc.; también se ha 

documentado que el meb"onidazol es carcinogénico en roedores y mutagénico en 

bacterias.2
•
6

•
17 Por este motivo actualmente se investigan ob"as alternativas de tratamiento. 

Recientemente se ha demostrado la eficacia giardicida de los bencimidazoles como el 

albeodazol y el mebendazol. en estudios in vitro. Sin embargo. dichos compuestos 

presentan problemas de solubilidad en condiciones fisiológicas. lo cual ocasiona que gran 

parte de la dosis no esté disponible en solución para ser absorbida por el parásito. 25
.2

8
.2

9 

En este contexto se ubica el objetivo del presente trabajo. el cual busca obtener nuevos 

compuestos bencimidazólicos. que ofrezcan mejores perfiles de biodisponibilidad., sean 

potencialmente activos contra Giardia /amblia y presenten un núnirno de efectos adversos .. 

aplicando la estrategia que en la Quimica Farmacéutica se conoce como profánnacos y. a 

su vez.. pennitan aportar nuevos conocimientos y otras alternativas terapéuticas hacia este 

padecimiento. 

2 



Antecedentes 

l. Antecedentes 

En este apartado se encuentra la infonnación que da sustento aJ presente trabajo de 

tesis. La infonnación está dividida en cuatro secciones principales: Ja primera contiene Jos 

aspectos más relevantes de Giardia lamblia y de la giardiosis. enfermedad que causa dicho 

parásito; en Ja segunda se encuentran generalidades sobre los bencimidazoles y su eficacia 

ante el parásito .. en la tercera sección se ¡xesentan las desventajas de las moléculas que 

presentan un grupo carboxilico en su estructura .. como es el caso de nuestro principio activo 

y. en el cuano apartado se encuentran los conr.eptos básicos y ventajas dP. la elaboración de 

profánnacos. 

J./ Glardla lambUa, age1th! COll:sal de la giardlo:sl:s 

Las enfermedades por parásitos intestinales continúan siendo un problema de salud 

pública en el mundo .. sobre todo en paises en vías de desarrollo como México., en el cual., 

debido a su diversidad geográfica., y a su desarrollo demográfico y socioeconómico. 

presenta frec:uencias variables de enf'enncdades parasitarias en sus diferentes regiones. De 

las enCennedades más frecuentes causadas por parásitos intestinales se encuentran: Ja 

amibiasis .. la ascariasis. la giardiosis y la oximiasis (Figma 1.1).2 

• Z500 
1; 
j 
! 2000 

"j.10001--~~~~~~-t--~~~~~-illllf--~~~~~--~~~~
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i 
j 

i 
~ 

~ 

2IJJ 

150 

100 

50 

- ~~;~m11Jhl;ua1 
llllH Clstlren~!. 
~ Otr:r.JnfC'C".IUIC"tL 

prt"llr..v.o;1rl•.1' 

R1tgió11 1: Nivel de desarrollo aleo 

-Amlbla~b 
llllf~lnal 

~Cl.1rd1~:0. CJ º"ª' he>lrnlntl.i~J~ 

i!llJ Tc:•nl;r-.1..,, 

Distrito Fcdc~ Baja California Norte. Baja California Sur. Coahuila. Nuevo León,, Sonora y 
Tamaulipas. 
Rq:lólt 2: Nivel de desarrollo medio alto 
Aguascalientcs, Colima. Chihuah~ Jalisco, Estado de México, Durango, Marcios, Nayarit. 
Sinaloa. Campeche, Quintana Roo y Yucatán. 
R4;iólf .J:Nivel de desarrollo medio bajo 
Guanajuato, Michoacán. Qucrétaro. San Luis Potosi,. Tabasco. Tiaxcala, Veracruz.. Zacatccas. 
Rqióft 4: Nivel de desarrollo bajo 
Ciucrrel'"o, Hidalgo. Puebla. Chiapas, Oaxaca. 

Fia:ura 1 .. 1 Tasas de mol'"bilidad de las enf'ennedadcs por parásitos intestinales más prevalentcs en 
nuestro país en el afio 2000. 2 

Como observamos. Ja giardiosis es una de las principales parasitosis que afecta la salud 

de nuestro país; reportes de trabajos hechos en México refieren que la frecuencia varia del 

0.7 al 66%.4 

La giardiosis es una infección producida por el protozoario Oagclado Giardia lamhlia. 

conocido también como Giardia intestinali.-. o Giardia duodena/is. La ínf"ccción se localiza 

en el intestino delgado .. afecta a individuos de todas las edades~ aunque las infecciones son 

4 



Antecedentes 

mas frecuentes en niftos e inmunosuprimidos (Figura 1.2)~ se caracteriza por la producción 

de cuadros gastrointestinales agudos y crónicos de intensidad variable que incluso puede 

IJegar a producir un síndrome de malabsorción. En adultos por lo general es asintomática.5
"
6 

A continuación se descnben las características más imponantes sobre este protozoario, asi 

como los aspectos más significativos de la enfermedad que produce y su terapéutica. 

t: 250 ~-----------------------
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Fia•ra 1..2 Tasas de morbilidad por Giardiosis en nuestro pais ( 1995-2000)2 

1.1.l Tqxonomlq 

Los protozoarios o protoz.oos, son microorganismos eucarióbcos wticelulares que 

carecen de pared celuJar. Gcnerabnente no tienen pigmentación. son móviles y pueden 

vivir libres o en asociaciones simbióticas y parasiticas.7
•
8 

Los protozoarios se clasifican en el reino Protista dentro del subreino Protoz.oa, en el 

cual se han reconocido siete phyJwn: Sarcomastigophora. Labyrinthomorpha. 

Apicomplexa, Micro ... pora. A.scctosporo. Mixo.~pora y Ci/iophoro. :H,
9 El phylum 

Sarcomastigophoro a su vez se divide en dos subphylwn: Mastigophoro y Sarcoclina. 

Giardia lamblia se localiza denb"o del primero, ya que es WJa especie que se mueve 

mediante estnJcturas especializadas denomin=1das flagelos; y penenecc a la clase 

5 
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Zoomasligophora por carecer de clorofila y por obtener su fuente de nutrición 

heterotróficanienle. 9 En Ja Tabla 1 .1 se muestra la clasificación taxonómica completa de 

Giardia lamblio. 

1.1.2 Morfologlq 

Tabla 1 .. 1 Clasificación taxonómica de Giard1a /awrblia. J.IO 

Reino 
Subreino 
Phylum 

Subphylwn 
Claoe 
Orden 

Subo.-den 
Familia 
Género 
Especie 

l'rotista 
Protozoo 

Sorcowuuligophora 
Mastigophora 

Zoomastigoplrora 
Diplomonadida 
Diplomonadina 

Hexamitidae 
Giardia 
lamb/ia 

Giardia lamblia es un protozoario flagelado que se presenta en dos formas: trofozoito. 

que corresponde a la fonna vegetativa.. y quiste que es la fonna de resistencia del 

protozoario hacia condiciones adversas del medio ambiente y también constituye la fonna 

irúcctantc (Figura 1.3)."·11 

El trofozoito es piriforme. tiene W1a cara dorsal convexa y una ventral plana .. mide 10-

20 µm de longitud, S-IS µm de ancho y 2-4 µm de espesor. Posee simctria bilateral y su 

cuerpo es dividido por dos engro5alllientos citoplasmáticos. llamados axostilos o ax.onema.s. 

que actúan como citoesqueleto axial. Perpendicular a los axostilos se encuenttan los 

cuerpos parabasaJes también conocidos como cuerpos medios .. a los cuales no se les ha 

atribuido ninguna función especifica sin embargo. se piensa que pueden servir CODIO 

reserva de proteínas del citoesqucleto. antes de que se lleve a cabo la ntitosis o Ja 

enquistación. En el extremo anterior presenta dos núcleos grandes. vesiculares que 

contienen w1 cariosoma central compuesto de cromatin~ no existe cromatina periférica. En 

los 2/3 anteriores por su cara ventral se encuentra el disco suctor. el cuaJ funciona de 

manera semejante a una ventos~ tiene capacidad contráctil y esta compuesto por 

mic.-otúbuJos constituidos principalnlente por dos proteinas. tubulina y giardina; esta 

6 
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estructura pennile que el parásilo se adhiera al epilelio inteslinaJ del huésped. A distintas 

ahuras de la superficie celular del parásito sobresalen cuatro pares de flagelos. los cuales 

nacen de estructuras denominadas blefaroplastos y. de acuerdo con su disposición.. se 

designan en: anlerior. posterior .. neutral y caudal; dichos flagelos son los que le otorgan 

movilidad al parásilo. Los blefaroplastos también marcan el origen de los axoslilos...,.·' 1º·1:z..n. 

Los quisles son ovalados. miden de 8 -12 µm de longitud y de 7 - 10 µm de ancho .. 

poseen una pared quistica rcfringenle. en el inlerior del citoplasma se pueden observar de 

dos a cuatro niicleos con cariosoma característico. restos flagelares. cuerpos paraba.sales y 

de axostilo. dependiendo de la etapa de división en la que se encuentre.'·6
•
8

•
10 

~-

~-· 
. (. 

···.'¡- . 

Fisura 1..3 Esquema del b"of"oz.oito y quiste de Giardia lamblia. 16 

Con base en los cuerpos parabasales se han diCercnciado tres especies: Giardia agilis 

presente en anfibios, Giardia muris presente en aves. roedores y reptiles y Giardia lamblia 

en el hombre, mamiferos. aves y reptiles. Las diferencias se basan en la secuencia de los 

ácidos nucleicos del DNA. Se han mencionado alrededor de 40 variedades de este 

protozoo, basadas en su morCologfa. ttansm.isión cruzada en fonna experimental. 

crecimiento y desarrollo in virro. infcctividad. virulencia y patogenicidad. características 

antigénicas. electroforesis de proteínas.. enzimas.. sitios de restricción.. hibridización del 

DNA y cariotipo molecular.3
·'·

1º 
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Giardia lamh/ia tiene pocos organeJos membranosos. carece de mitocondrias. 

peroxisomas. glicosomas e hidrogenosomas. Los organelos que se han encontrado en el 

citoplasma de los trofozoitos de G10rdia son nl>osomas. lisosomas. los cuaJes contiene 

hidrolasas. DNasas. RNasas. cistein-proteasas. etc. y el retículo endoplasmático; asi como 

vacuoJas periféricas o vesículas que podrían constituir pane del sistema lisosomal

endoJisosomaJ de Jos trofozoitos. las cuales contiene rosfatasa ácida. estas enzimas aJ 

parecer colaboran en la degradación de macromolécuJas ingeridas por el parásito. Por otra 

pane el aparato de Golgi solo se ha encontrado en trofozoitos durante el proceso de 

enquistació~ fonnando las vesiculas específicas '2e este proceso. 5
•
10

•
12 

1.1.3 Ciclo de vida 

El hábitat de Giardia lamblla se encuentra en el intestino delgado. particularmente en 

la superficie de la mucosa del duodeno y Ja parte alta del yeyuno y algunas veces en Jos 

conductos biliares y la vesicula. 1º· 12
•
14

•
17 

Este panisito presenta dos fases en su ciclo de vida. las cuales se adaptan eficazmente a 

distintas condiciones ambientales. Una de las fases esta constitWda por los quistes. que 

además de constituir la forma de resistencia. constituyen la forma de diseminación del 

parásito. pudiendo sobrevivir en el agua de 2 a 3 meses. Cuando son ingeridos por el 

hombre. ya sea por agua o alimentos contaminados~ o por las manos sucias. atraviesan el 

estómago en el cual se reblandece la pared qulstica por la exposición a la alta acidez 

gástrica; posterionnente acceden al duodeno donde la pared se rompe por la elevación del 

pH propia del intestino delgado. dando lugar a dos trofozoitos por cada quiste. Jos cuales 

constituyen la segunda fase del ciclo de vida. Los trofozoitos comienzan a reproducirse 

actiYa11Jente por fisión binaria longitudinal, que incluye la división del núcleo. del aparato 

neuromotor (blef'aroplastos. axostilos y flagelos) y del disco suctor seguida de la separación 

del citoplasma. de tal manera que se fonnan dos trofozoitos hijos; este proceso se ve 

favorecido por el pH alcalino del epitelio intestinal. Los trofozoitos pennanecen 

finnernente unidos a las microvelJosidades por medio del disco suctor. envueltos en el 

moco que recubre la pared intestinal. Jo cual le pennitc resistir el peristaJtismo; o bien. 
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pueden encontrarse lib.-es dentro de la luz intestinal; muy .-aramente invaden aquélla y 

únicamente se pueden visualizar en las heces blandas o liquidas.5
•
6

•
11

- 14•17 

Cuando las condiciones del medio intestinal le son adversas.. como po.- ejemplo la 

deshidratación que sufre el bolo fecal en el colon .. la fonna vegetativa se enquista y sa.Je al 

exterior con las heces del huésped .. y a dife.-encia de lo que OCWTe con Jos trofozoitos .. los 

quistes se suelen encontrar en las heces de consistencia normal o dura.. siendo capaces de 

irúectar a un huésped susceptible o de reinfectar al mismo huésped (Figura 1.4).5 •
6 .11·13•17 

·--

c.18niz_.... _ .. _~ ···-··--1'· .. ,,_•b•el-"'• 

* -~-

9: 
...... 1 7f ------... p •• 

Fisura 1.4 Esquema el ciclo biológico de Giardia la•blia. 1L 19 
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/./.4 Hpidemio/ogia 

La giardiosis es una inCección cosmopolita. la cual tiene una amplia distribución 

mundial. su prevalencia varia entre un 2 y 7% en países industrializados y entre un 20 y 

30% en paises en vías de desarrollo; en México. como ya se mencionó. varia entre 0.7 a 

66%. siendo las regiones tropicales y subtropicales las mas afectadas. sobre todo aquéllas 

en donde las condiciones de higiene y alimentación son precarias. 3·"·
1 1 

Como ocurre con otras parasitosis intestinales. Ja giard.iosis afecta a individuos de todas 

las edades. aunque las infecciones son más frecuentes en niftos que en adultos. La 

enf"ennedad puede adquirirse directamente po.- contagio de persona a persona por la vía 

fecal-oral. siendo ésta vía la mas observada en bruarderias e instituciones similares; o bien. 

por alimentos o agua contanllna.da con materia fecal que contengan quistes de Giardia 

lamblia. Otro mecanismo de trasmisión es mediante el contacto ano-boca utiliz.ado por 

personas con hábitos homosexuales. En estos individuos. Ja giardiosis es significativamente 

superior que en la población general. 1º·11
•
11

•
15

•
17 

Por otro lado. si tomamos en cuenta que esta parasitosis puede afectar a algunos 

animales domésticos,, como el perro y el gato. podriamos pensar en estos como otra vía de 
contagio.2,s.10.17 

Se ha planteado que la facilidad de trasnúsión de Giordia lamblia quizás se deba a que 

la dosis infectante es tan baja como sólo 10 quistes. 10
•
11

•
17 

1.1 . .5 Patqpenia 

El daño producido por Giardia lamhlia es muy variable. ya que se han observado 

pacientes que presenran alteraciones minimas de la mucosa intestinal .. así como pacientes 

que muestran atrofia parcial o total de las vellosidades del intestino delgado. En estos 

últimos. se produce una seria deficiencia en la absorción de nutrientes.. lo que trae como 

consecuencia una repercusión en el estado nutricionaJ.6
·
11

•
15 
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Al parecer hay una correlación entre la magnitud del el.ano microscópico del intestino y 

la intensidad de Ja sintomatologia. ya que. cuando la giardiosis cursa de manera 

asintomátic~ el dano histológico es minimo; pero, en casos graves en los que se presenta 

con malabsorción. las vellosidades intestinales presentan Wl3 configuración anonnal 

cuando son observadas bajo microscopia óptica y bajo microscopia electrónica.. en las 

cuales se muestran alteraciones del epitelio intestinal tanto a nivel de las rnicrovellosidades 

como en el citoplasma. Las microvellosidades que rodean las células epiteliales aumentan 

su superficie de absorción y, aparecen achatadas, engrosadas o emergiendo unas de otras. 

En las células epiteliales, el citoplasma presenta alteraciones en las que se manifiestan un 

gran número de vacuolas, lo que conduce al dano celular y, conlleva a que Ja célula 

epitelial sea elinúnada al lumen intestinal, con lo que se acelera la velocidad del recambio 

celular y Ja repoblación con células predominantemente inmaduras desde el punto de vista 

enzimático y de transporte. Estos hechos conducen a un sfndromc de malabsorción. que 

afecta a principalmente a lfpidos y en menor forma a carbohidratos y protcinas. Esb.Jdios 

cllnicos han demostrado que la absorción intestinal de carotCllO, 0-l<ilosa. ácido fólico. 

vitamina A. vitamina 812 y lactosa es deficiente en individuos con giardiosis. El dafto de 

las células del epitelio intestinal también podría explicar la disminución de la actividad de 

las disacaridasas y otras enzimas de la mucosa. asf como de la actividad triplica encontrada 

en pacientes inCectados, la cual mejora después del tratamiento cspecifico . .J.•.6.•0
•
11

•
1
• 

También se ha asociado ~n personas con giardiosis. un incremento en el número de 

bacterias anaerobias y aerobias en la parte proximal del intestino delgado, lo que .,.

provocar cambios en su arquitccturn histológica. Este crecimiento bacteriano también se ha 

asociado con la dcsconjugación de sales biliares presentes en el duodeno. oCasionando 

trastornos en la solubilización de los lipidos y una malabsorción de las grasas; por su pane. 

las sales biliares libres son membranotóxicas y pueden causar secreción intestinal y. de esta 

fonna contribuyen a la patogénesis de la diarrea.4
•
6

•11 •13·J!i 

Predisponen a la infección sintomática de Giardia Jamb/ia, Ja aclorhidria, la 

hipogammaglobulinemia de las clases JgG e lgM o concentraciones bajas o nulas de lgA 

seaetoria en el intestino delgado.6
•
14

•
1 s.17 
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1.1.6 Sintomato/ogía 

La sintomatologia de la giardiosis depende de tres factores principalmente. entre los 

cuales se encuenb"an: nÚJnero de quistes infectantes. cepa parasitaria y estado nutricional e 

inmunológico del huésped. De acuerdo a estos la sintomatologfa puede cursar de manera 

asintomática. la cual es presentada por la mayoría de las personas inf'ectadas por este 

protozoario; o de manera sintomática. en la cual la giardiosis puede cursar de manera aguda 

o crónica.2 '"".6.IO.l I 

En Jos casos sintomáticos. tras un periodo de incubación promedio de diez días. las 

molestias más frecuentes en la fase aguda son: náusea. vómito. dolor abdominal 

epigástrico. flatulencias. distensión abdominal. anorexia y diarrea. observándose las 

evacuaciones acuosas. f"étidas. flotantes. sin moco ni sangre. Esta fase dura 3 a 4 días y. si 

no es atendida. Ja giardiosis pasa a su fase crónica. en la cual se presentan cuadros 

diarréicos persistentes. pastosos. de mal olor; la anorexia y los dolores abdominales 

persisten y el paciente sufre una imponante pérdida de peso~ el cuadro puede persistir asi 

por un lapso indefinido si no se recibe atención médica. Cuando es muy grave Ja inf"ección. 

se desarrolla el síndrome de malabsorcióo intestinal. en el que se observan evacuaciones 

frecuentes de heces con elevado contenido de moco y ~ pero no sangre; estatorrea.. 

desnutrición y reb'a.So en el crecimiento.2~·6•11 • 17 

En algunos pacientes se ha observado que Giardia lamblia invade la vesfcula biliar. en 

cuyo caso se presenta irritación y edema de Ja ámpuJa de Vater. con obstrucción aJ paso de 

la bilis. cólico e ictericia. 4 " 1 :i 

1.1.7 Tratamiento 

Dentro de Jos fármacos utilizados en el tratamiento de la giardiosis se encuentran: 

El metronidazol. el cual es el fármaco de primera elección. La dosis en tabletas para 

administración oral en adultos es de 250 mg/3 veces al dia/S-7 días y en niños es de 

S mg/kg de peso/3 veces a1 dia/S-7 dfas. 2
•
13

•
17 
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La quinacrina parece ser la más eficiente._ ya que se obtienen tasas de curación hasta 

del 95%, las dosis recomendadas son 100 mgl3 veces al dían días en adultos'" y 2 

mg/kg de peso/3 veces al día/7 dias en niftos. Desafortunadamente tiene efectos 

secundarios serios. dentro de los cuales están náu~ vómito._ diarrea. cólicos 

abdominales. fiebre y en el t .5% de adultos tratados se pueden presentar cuadros 

sicóricos. depresión o excitación. 2• 1
7 

La furazolidona es otro de los fármacos utilizados en el tratamiento de la giardiosis. 

sin embargo, las tasas de curación obtenidas están sólo entre el 7 5-90%; las dosis en 

adultos son de 2 g en dosis única y en nitlos de 30-35 mglkg de peso. también en 

dosis única; este fánnaco es mucho mejor tolerado._ y por su presentación en 

suspensión es Ja más recetada en niilos. 2 •
17 

Otro antigiardiásico que puede uhlizarsc es el tinidazol. ya que aJ ser un fánnaco de 

larga vida media. se administra en dosis única de 30-35mglkg de peso en nii\os. 

Este fiírmaco aunque es eficaz no es muy bien tolerado. Otros derivados 

nitromidazólicos de larga vida media utilizados son: secnidazol._ ornidazol y 

nimorazol. igualmente administrados a dosis Unicas. 2
•
1º·17 

El sulfato de paromonllcina es otro fármaco de elec;ción.. que. atmque es más 

especifico para el tratamiento de la amibiasis y de la disenteria bacilar, parece estar 

dando buenos resultados en la giardiosis, ya que en estudios cllnicos n:alizados se 

han obtenido resultados que muestran una efectividad de IDI 60-700.4 de los casos a 

la dosis de 25-35 mg/kg/3 veces al dlaf5 dlas. Además, por ser su absorción 

intestinal prácticamente nula, es el f3nnaco de elección en el tratamiento de la 

giardiosis en mujeres cmba:razadas. 17 

En Ja actualidad. a causa de los fallos terapéuticos frecuentes frente a este protozoo 

y a las reacciones adversas que presentan los fármacos de elección. se están 

utilizado nuevos fármacos con éxito variable. entre ellos están el albcnda7.0I. el 

mebendazol. Ja nitazoxanida, algunas tetraciclinas como la doxiciclina y la 

tiaciclina~ y el DL-propranolol. 11
•
17 
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1.2 Los be11cl#ftidazoles coww "611!11- giardicidas 

1.2.1 Generqlldqdey .-.obre hencimidq-ole.-. 

OC
N 

' N 

A 

Los bencimidazoles son moléculas cuya esttucnua consiste en 

un sistema anular biciclico~ en el cual un anillo de benceno se 

encuentra unido a las posiciones 4 y .S de un anillo de imidazol. 

Cuando Ja molécula no se encuentra sustituida en los átomos de nitrógeno del anillo de 

imidazo~ presenta un comportamiento ácido-base. así como el fenómeno de tautomeria9 en 

el cual el protón de la posición 1 puede migrar hacia la posición 3 por procesos 

intennolecularcs o por solventes próticos~ lo que da como resultado que los sustituyentes de 

las posiciones 4 y 7 9 así como .S y 6. tengan equivalencia química (Figura J .5).2º 

1 
3 H 

R~(búico) R~ 
:~)2 ~5~)2 

7 ~('°ido) • 3 

rasura l.S Comportamiento ácido-base y equilibrio tautomérico del bencimidazol. XI 

El interés por la molécula del bencimidazol. como núcleo para desarroUar nuevos 

agentes quimioterapéuticos potenciales. se estableció en 1950 cuando se encontró que el 

5~6-dimetil-1-{a.-D-ribofurasonil)bcncimidazol fonna pane de la estructura de la vitamina 

B 12; este descubrimiento trajo como consecuencia un extenso desarrollo en la síntesis de 

estas moléculas y sus derivados.20
•
21 De las acciones biológicas más relevantes de los 

compuestos sintetizados destacan: la acción antihistarninica. hipenensiva._ anticonvulsiva. · 

anestésica,, antipirética. anh"biótic~ anhbacterial~ antimicótica. antimalári~ antihelmúttica. 

antiprorozoari~ reductora del tono muscular esquelético. así como agentes estimulantes del 

crecimiento.: 1 
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1.2.2 Los hencimidqzo/es como antihelmlntico.v 

El uso de los bencimidazoles como agentes antihelminíticos data desde los años 60 y se 

considera al tiabendazol como el primer antihebníntico de amplio espectro. el cual fue 

utilizado tanto en animales como en humanos. Sin embargo. se encontró que este 

compuesto tiene la desventaja de ser metabolizado rápidamente dando lugar al S

hidroxitiabendazol. un mctabolito inactivo que se elimina rápidamente. Este inconveniente 

dio pauta al desarrollo del cambcndazol.. el cuaJ tiene un sustituyente 

isopl"opiloxicarbonilamino en la posición 5; este compuesto posee una mejor actividad 

antihelmintica... pero desafortunadamente presentó efectos teratogénicos en algunos 

animales. 20
•
22 

Después de estos acontecimientos. aparecieron nuevas generaciones de bencimidazoles .. 

ya que debido a su capacidad de experimentar reacciones elcctrofiJicas.. nucleofilicas y de 

ciclocondensación.. fue posible sintetizar lUla amplia variedad de bencimidazoles 

sustituidos. como los 2-acilaminobencimidazoles .. los 2-bencimidazolcarbamatos de alquilo 

y las 2-bencimidazolilurcas. todos con W1a marcada actividad antiheloúntica;20.22 sin 

embargo. los derivados 2- bencimidazolcarbamatos de metilo fueron los que prcsen-..n 

una óptima actividad,. por lo que varios compuestos con un grupo carbamato de metilo en la 

posición 2 y sustituidos en la posición 5 (para prever la hidroxilación enzimática) fUcron 

sintetizados (Tabla 1.2). 22 Este patrón de sustitución confiere a la mol6c;ula mayor vida 

media y alta polaridad. Asi surgieron compuestos activos como el albendazol. mebendazol 

y Oubendazol entre otros. para uso veterinario. 23 La baja o nula toxicidad de estos 

compuestos también permitió su uso en medicina humana para el tratamiento de 

helmintiasis del tracto gastrointestinal.24 En la acrualidad.. el albendazol es utilizado como 

el antihelmíntico por excelencia. ya que con sólo wia dosis es efectivo en la mayoria de 

estas parasitosis.2 .s La desventaja de los bencimidazolcarbamatos de metilo radica en su 

escasa solubilidad acuosa. debida a la formación de puentes de hidrógeno intennoleculares,. 

lo que trae como consecuencia WUI baja biodisponibilidad y.. por consiguiente.. una 

respuesta terapéutica poco favorable,. por Jo que su uso se limita al tratamiento de 

helmintiasis intestinales. lb 

15 



Antecedente ... · 

T•hl• 1..2 Algunos bencimidazolcs usados en la terapéutica contra cnfonncdadcs parasitanas.22 

Nombre genérico R1 R, R, Inventor/fabricante 
Tiabendazol H 4-tiazolil H MSD 

Cambendazol H 4-tiazolil NHCOOi-Pr MSD 
Carbendazirn H NHCOOCH, H SKF 
Lobendazol H NHCOOC2Hs H SKF 
Parbendazol H NHCOOCH, n-Bu Janssen 
Mebendazol H NHCOOCH, COC..Hs Janssen 
Aubendazol H NHCOOCH, C~F-4 Janssen 

Ciclobendazol H NHCOOCH, COC,Hs Janssen 
Nocodazol H NHCOOCH, CO-tien-2-il Jansscn 

Fenbendazol H NHCOOCH, SC6Hs Hoechst 
OxCendazol H NHCOOCH, Soc..Hs Syntex 
Albendazol H NHCOOCH, Sn-Pr SKF 

Oxibendazol H NHCOOCH, On-Pr SKF 
Luxabendazol H NHCOOCH, oso,c."6F-4 Hoechst 

Triclabendazol H SCH, oc..H,Cl2-2.4 Ciba-Geigy 
Ricobendazoi H NHCOOCH, SOn-Pr Robert Young 

1.2.3 Mecanismo de acción de los hencimidazo/es 

Debido a que los bencimi~les representan WJa clase de antihelmínticos de amplio 

espectro. no se conoce con precisión cuál es su mccanis1DO de acción; investigaciones 

realizadas indican que éstos pueden ejercer su acción antihelmúútica al inhibir la enzima 

fumararo reductasa localizada en la membrana mitocon~ trayendo como consecuencia 

una inhibición en el metabolismo de glucosa; otro mecanismo sugerido ha sido la 

inhibición en la captación de glucosa. lo que disminuye et transpone de glucosa y por 

consiguiente reduce la síntesis de ATP .. por lo que las fuentes de energía del parásito se 

limitan. Sin embw-go estudios realizados indican que el principal mecanismo de acción de 
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estas moléculas es la inhibición de la polimerización de tubulina • ~ y los mecanismos 

anteriores son consecuencia de éste (Figura 1.6).22 

Tubulina 
Bencimidazol 

lr 
Miitúbulos ~~ 

Reducción de la secreción 
de acetilcolinesterasa Movilidad reducida 

Inhibición de la captación 
de glucosa. actividad de la 
fumarato reductasa y otros 
procesos bioquímicos 

l Alteraciones 
. bioquímicas 

Muerte o expulsión de 
helmintos 

Fiaura t.6 Mecanismos de acción de los bencimidaz.oles.22 

Estudios n:ali7.ados indican que et albendazol y otros bencimidazoles actUan 

produciendo la pérdida selectiva de microtúbulos citoplasmáticos de células tegumentarias 

e intestinales de Jos helmintos. y altera las sustancias secretoras del aparato de Golgi. la 

secreción de acetilcolincsterasa, el conswno de glucosa y el agotamiento de glucagon, 

produciendo primero inmovtli.zación del parásito y luego la muene. 27 

1 .2.4 Lo.~ hencimidazoles como antiprotozoarios 

Debido a su gran capacidad antihelrnlntica en infecciones del tracto gastrointestinal y 

aswnicndo su mecanismo de acción corno inhibidores de la tubulina, se pensó que los 2-

bencimidazolcarbamatos de metilo podrian también presentar actividad antiprotozoaria. ya 

que algunos de estos organislllOs, como Giardia lamblia, poseen lD1 prominente 

citocsquelcto constituido principalmente por microtúbulos, los cuales contienen como 

proteína principal tubuli~ la cual también fonna parte de su disco suctor. 

• Tubulina: Proteina que (onna parte de los m1crotllbulos y organelos .nb'acelulares. tienen una variedad de 
funciones. entre las cuales se encuentran el movimiento de los cromosomas durante la división celular. 
movilización de pardculas inll"aeelulan=s e intervención en la exoci1osis. Esta proteína se encuentnl tanto en 
animales. plantas, hongos. protozoarios y en algunas bacterias. 
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Con base en lo anterior, se han realizado distintos estudios de susceptibilidad con la 

finalidad de evaluar a los 2·bencimidazolcarbamatos de metilo como agentes giardicidas. 

Dichos estudios han demostrado que el mebendazol y el albendazol in vi1ro son 30 y 50 

veces más activos que el metronidazol y de 10 a 40 veces más activos que la quinacrina 

respectivarnen1e. 25
•
2
"·

29 

Además se ha observado por microscopia electrónica de transmisión que, al incubar 

troCozoitos de Giardia lamhha a bajas concentraciones de aJbendazol. producen notables 

alteraciones en el citoesqueleto. desaparición dc::I disco suctor y la eventual pérdida de la 

viabilidad. 30 

Sin embargo. cuando el albendazol se evaluó in vivo, su eficacia giardicida fue 

prácticamente la misma que la del mctronidazol.25 Estos resultados se hao atribuido a 

diCerentes factores como son: Jos diferentes tiempos de exposición del parásito con el 

fármaco; para el ensayo in vitro este tiempo es de 24 h.31 y en el ensayo 1n vivo la 

permanencia de un f"ánnaco a nivel de duodeno y yeyuno es de aproximadamente de 1-3 h. 

Otros factores que provocan la disminución de la concentración de Jos fánnacos en el 

JU01en intestinal son el peristaltismo. la absorción y el metabolismo del fánnaco. Aunque el 

peristaltismo es un f"actor que se puede controlar fácibnente en la giardiosis por medio de la 

administración de antidiarreicos. la absorción y el metabolismo que sufren esre tipo de 

fármacos son factores dificiles de controtar. 3 2 

Por Jo anrerior y asumiendo la principal desventaja que presentan Jos 2-

bencimidazolcarbamatos de metilo. su insolubilidad acuosa. nuestro grupo de trabajo ha 

realizado el diseno y la síntesis de diferentes moléculas bencimidazólicas, J:v~s asf como 

profií.nnacos de éstas~ 36
..3

7 con el propósito de que sean más eficaces no sólo como 

antihelmínticos. sino como antiprotozoarios. y a su ve~ lograr que se reduzca la dmación 

de Jos tratamientos y mejore el cosro-bencficio. 
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1.2.5 Derivado ... del 2-ftrifluorometi/J-/ H-bencimidazo/ 

La síntesis de 2-trifluoromctiJ bencimida.zoles fue publicada en J 953._ y desde entonces 

se han sintetizado diferentes derivados de estas molécuJas con diferentes actividades 

biológicas .. entre ellas se encuentran: actividad antibacterial. antiviraJ. herbicida.. insecticida 

y moluscocida.. entre otras. 38 

En nuestro grupo de trabajo estos bencimidazoles fueron investigados como agentes 

antiprotozarios. 39 algunas de las moléculas sinteti23das y probadas conb'a los protozoarios 

Giardia lamblia y Entamoeba hü;to/ytica se muestran en Ja siguiente tabla. 

Tabla 1.3 Derivados de 2-trifluoromctil bcncimidazo1cs con actividad antiprotozoaria.19 

Compuesto R1 R, R, 
A H H H 
e CI H H 
e CI CI H 
o H H CH, 
E CI H CH, 
F H CI CH1 
G CI CI CH1 

Los ensayos biológicos de estas molécuJas mostraron que todos los compuestos con 

excepción de B fueron más activos contra Giard1a /aniblia que el metronidazol. siendo el 

compuesto E más activo que el propio albendazol. En el caso de Enta11foeha histolytica 

todos los compuestos fueron más activos que el mettonidazol e inclusive el albendazol. 

siendo el compuesto F el de mayor actividad .. w 

En este ensayo también se observó que estos compuestos no afectan la inhibición de la 

tubulina como lo hace el albendazol<> lo que sugiere que estos compuestos tienen un 
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rnecanismo de acción diferente a los de los 2-bencimidazolcarbamatos de metilo .. lo que 

significa que el hidrógeno en posición 1 y el sustituyente metoxicarbonilantino en la 

posición 2 son importantes para la unión de los bencimidazoles en la rubulina. pero no para 

el efecto antiparasitario. 39 

Con base en Jos resultados anteriores y con el fin de mejorar aún más su solubilidad en 

agua. nuestro grupo de trabajo ha diseftado y sintetizado distintas moléculas entre cUas el 

Ácido 2-(triOuorometil)-JH-bencimidazol-S--carboxHico .. Ja cual mostró mayor actividad 

giardicida que el metronidazol al igual que sus congéneres (CLso 0.656 µM). 32 Sin embargo 

esta molécula. al tener en su estructura un grupo carboxflico. podría ocasionar initación 

gástrica y su uso podria quedar limitado. 

L..3 .Desventajas de las 11tOll!c11/as q11I! prese11ta11 1111 p11po corboxlllco e11 s11 estr11C01r11 

Dado que los antiinflamatorios no esteroideos son ácidos débiles al igual que nuestro 

principio activo. se tomarán como ejemplo para descnbir el dafto que puede causar una 

molécula que contiene un ácido carboxílico en su estructura quúnica en tratamientos 

prolongados. 

1.3. J Lo.<r antiinflamatorioL<r no esteroideo.111 CAINEJ v .f!LS efecto.111 adver.1110.v 

gq.l//lrqintestinale ... 

Los antünflamatorios no csteroidcos (AJNE) son un grupo de fiírmacos quúnicamcnte 

heterogéneos que suele tener en común una actividad antipirética, analgésica y 

antiinflamatoria y un perfil cualitativamente similar de efectos adversos. Son ampliamente 

utilizados en diferentes situaciones clínicas. de tal fonna que .. en dosis únicas o tratamientos 

cortos. son analgésicos efectivos en el tratamiento del dolor leve a moderado de origen 

somático (mU.sculo-esquelético). dolor postoperatorio. dolor visceral (dismenorrea. cólico 

renal) y dolor óseo metastásico. A dosis antiinOamatorias mantenidas. se usan para el 

tratamiento sintomático del dolor e inflamación en enfennedadcs reumáticas (artritis 

reumatoide. espondiloanropatías inflamatorias. anrosis. rewnatismos de partes blandas y 
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otros procesos). Por lo anterior. los AINE son fánnacos ampliamente demandados por los 

pacientes y utilizados por los médicos.40
•
41 

Entre los AJNE más ampliamente utilizados en el país se encuentran: el ácido acetil 

salicílico. e1 oaproxen. el diclofenaco y el ibuprofeno. cuyas estructuras se muestran en la 

Figura 1.7. 

~COOH 

~OCH3 
Ácido 

acctilsalicilico 

¿::{:> 
Naproxcn Diclof"cnaco 

C<X>Jt 

~H-ClfJ 
CH\:HCH2..JV 

c11/ 
Ibuprofcno 

Fia:•.-. 1.7 AINE más ampliamente utilizados.42 

Como se puede observar desde el punto de vista quúnico. todos se relacionan entre si 

por ser ácidos débiles; además comparten la propiedad de inhibir la biosúttesis de las 

protaglandinas. y pueden disminuir la producción de radicales libres y de superóxido. 

También pueden interactuar con la adenilciclasa para alterar la concentración celular de 

AMPc.•2 

Sin embargo. estos medicamentos también presentan una grao variedad de efectos 

adversos como son: f"allo renal. hepatitis. anemia. slndrome de Stevens-Jobnsoo Y otras 

reacciones anafilácticas. aunque los más conocidos por su frecuencia. y que son objeto de 

revisión en el presente trabajo .. son los gastrointestinales. Destac;an por su importancia las 

úlceras y erosiones ga.stroduodenales. hemorragias digestivas y peñoración. Estos cf"ectos 

también pueden aparecer en tramos distales del tubo digestivo. asf como inflamación y 

cambios en la penneabilidad del mismo (colitis. enf'ennedad inflamatoria intestinal).• 1 

1.3.1./ Mewnismo de gastro!esividqdde lo . .; AINF 

Los AINE lesionan la mucosa gastroduodenal por dos mecanismos~ un efecto local que 

es pH-dependiente. que varia notablemente entre los dif"erentes AINE y sus preparaciones, 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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y un efecto sistémico que es menos especifico de cada principio activo y en el que no 

interviene un contacto directo con la mucosa (Tabla 1.4). 

Carac1erísticas de los efectos locales y s1stém1cos ocasionados por los AINE en la parte 
alta del tracto 1asb'ointestinal.41 

Efectos locales Ef"ectos sistémicos 
Dado químico local Inhibición sistémica de la síntesis de 

Se necesita contacto tópico 
pH dependiente 

Varía con el pKa del medicamento 
Se puede evitar con el recubrimiento 

entérico o con profánna.cos 
Ocurre de una forma aguda (en horas) 

El dafto es superficial 
Raramente ocasiona sangrado significativo o 

peñoración 

prostaglandinas 
Ocurre con cualquier via de administración 

pH independiente 
Independiente del pKa del medicamento 

Ocurre independientemente de la fonna de 
administración 

Ocurre con el tratamiento crónico (semanas) 
Ulceraciones profundas 

Puede ocasionar sangrado grave o 
perforación 

Dado que los dai'los sistémicos se deben al mecanismo de acción propio de estos 

fánnacos. nuestra atención se centrará en el daño local, el cual es el que presenta la 

molécuJa per se. 

Dallo llocaL La mayoria de los AINE son ácidos débiles con un pKa entre 3-S. lo que 

detennina que en un medio ácido se encuentren en fonna no ionizada. que es altamente 

liposolublc. por lo que atraviesan las membranas celulares con gran rapidez. Una vez 

dentro del citoplasma celular, el pH neutro hace que éstos sean disociados a su f"orma 

ionizada, produciéndose una retención de iones hidrógeno que origina lesión celular 

directa. Mediante endoscopia se observa que este dafto local aparece como una gastritis 

superficial y hemorragia de la submucosa. Los AINE también pueden causar dai\o tópico 

por disminución de la bidrofobicidad del moco gástrico. lo que permite el paso del HCI y la 

pepsina hasta las células epiteliales. lesionándolas. El dafto tópico puede ocurrir como 

resultado de mecanismos indirectos a través de la secreción biliar y el posterior reflujo 

duodenogástrico de metabolitos activos. 41
'
41 
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El dai\o loca) se ha pretendido evitar utilizando fonnuJaciones galénicas tamponadas o 

con recubrinllento enlérico. utilizando profánnacos no acidicos o administrando 

antisecretores tipo anti H.;? u omeprazol.41 

Por lo anterior. y tomando en cuenta que en el tratamienlo de la giardiosis. utiliz.ando 

como agente terapéutico al aJbendazol. la dosis es de 400 mg diarios durante 5 días, podría 

presentarse irritación gástrica COD)O en el caso de los AINE. Por lo cual en el presente 

trabajo se realizarán profánnacos del Ácido 2-(tritluorometil)-IH-bencimidazol-5-

carboxilico. con el fin de eliminar estos posit-!es efectos adversos y potenciar más a la 

molécula como agente giardicida. 

En cienas ocasiones. las propiedades fisicoquímicas de los compuestos que presentan 

alguna actividad biológica de interés terapéutico no son siempre satisfactorias. Los grupos 

funcionales que poseen en su estructura quimica pueden inducir wia absorción muy pobre o 

Wla distribución inadecuada en el organismo; o bien. pueden ser la causa de la inestabilidad 

del fármaco. ya sea por reacción química o por destrucción metabólica en el hi-'o u otros 

órganos, trayendo como cooscaJCncia perfiles farmacocinélicos inadecuados. Ante esta 

situación. la administración de estos compuestos se encuentra limitada y su utilidad clínica 

es de ámbito restringido.441
"
45 

Para la optimización del co~ento biológico de fánnacos se han utilizado 

recursos biológicos. fisicos y quimicos.46 siendo estos últimos los de mayor interés para el 

presente trabajo. ya que ofrecen el mayor grado de flexibilidad para lograr clilT'ainar los 

inconvenientes que presentan aJgmios fármacos en su comportamiento biológico. ""·47 

En los recursos químicos pueden considerase dos alternativas de trabajo: la 

optimización fannacodinámica y la optimización fannacocinética. 48
"
49 La primera y mas 

utilizada se caracteri7..a por realizar modificaciones estructurales a un principio activo~ con 

el propósito de obtener derivados con mayor potencia terapéutica o indice lerapCutico más 

amplio.50's1 Sin embargo. estos cambios no siempre ctanplen con su objelivo de 
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optimización. ya que en ocasiones provocan la pérdida total de la actividad biológica o el 

encuentro de una nueva molécula con propiedades fannacológicas diferentes. so 

En la segunda alternativa, las modificaciones están orientadas a lograr una mejor 

eficiencia en el comportamiento de absorción. distribución. metabolismo y excreción. asi 

como hacer más selectiva la acción biológica de un principio activo utilizado en la clfnica 

o en etapa de investigación preclínica. Dentro de este ámbito. existe el diseno de los 

profánnacos. eJ cual se encuentra cuaJitativa.JDCnte bien establecido~ y con frecuencia. Jos 

procedimientos para desarrollarlos resultan ser más económicos que la búsqueda de nuevos 

análogos que pudiesen servir de prototipos para una optimización farrnacodinárnica. 49
•
52

•
53 

1 .4. I L!Js nrofármqco~ \"U conceplua/i;qCJÓO y c/q.\·ificqcjón 

Un profánnaco es un compuesto rannacológicamente inactivo que requiere de una 

transfonnación. ya sea espontánea o enzimática denb"o del organismo. para poder liberar o 

generar el fánnaco. para que éste ejerza su acción terapéutica. 49.s3 

Los prof"ánnacos son utilizados en principios activos con problemas de fonnulación, 

absorción. metabolismo o selectividad de acción. s.. 

En la actualidad existen varios criterios para clasificar a los profánnacos. Jos cuales 

consideran sus caracterfsticas esttucturales y el comportamiento que van a presentar dcnb'O 

del organismo; en la Tabla l .S se muestran algunos de los criterios de clasificación. ss 

Clasificación 
Qui mica 

T•bla 13 Criterios de clasificación para los ¡.-orannacos 

Tieo 
BioprecllD"Sores 
Derivados biorreversibles 
Sistemas de liberación quúnica selectiva 
Profánnacos macromoleculares 
Profánnacos secuenciales: terapia 
enzima:profánnaco <ADEPT) 

anticuerpo-
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Mecanismos de 
activación 

Direccionamiento 

Enzimáticos 
Presentan variabilidad biológica 
Dificultades de optimización 

No enzimáticos 
No variabilidad biológica 
Menos dificultades para optimizar 
Dificultades por inestables 

Antecedentes 

Mediante la bioactivación selectiva en un tejido (ADEPT) 
Mediante un sistema de liberación química selectiva 
Mediante un sistema de transgorte selectivo hacia W1 tejido 

En el presente trabajo se hará éntasis en los prof'ármacos del tipo derivados 

biorreversibles, ya que de este tipo son Jos profánnacos que se van a pl"eparar. 

I. 4.1. J Los profá17nqco."i del tiw derivados hiorrcver,"iihley 

Uno de los tipos de profánnacos que se han considerado como la primera alternativa 

para la optimización de las propiedades de un fármaco son los derivados biorn::versibles. :S6 

Los derivados biorrevcrsibles son compuestos que presentan la estructura del principio 

activo, al cual se le ha adicionado una porción esb'uctural. denominada modificador, el cual 

cambiará temporalmente las propiedades fisicoqulmicas del fánnaco. Este tipo de 

compuestos liberan al principio activo mediante reacciones de hidrólisis, oxidaciones o 

reduccioncs.4s.•9 ..Sl 

/.4.2 Criterios oora la elaboración de pro@rmacos. ~7 

Los criterios que deben tomarse en cuenta para el discfto y la elaboración de los 

prof'armacos son: 

1. Identificar el problema de comportamiento bioló!,,.-ico del f"ánnaco. 

2. Identificar las propiedades fisicoquimicas requeridas para la eficiencia máxima y 

liberación óptima deJ fármaco. 
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3. Planear las modificaciones estructurales del fánnaco que sean necesarias para 

reducir o eliminar el efecto indeseable en panicular. El cambio químico propuesto 

modificará las propiedades fisicoquimicas del fármaco, con lo cual se afectará su 

absorción, distribución y metabolismo enzimático. 

4. Ponderar las condiciones que son disponibles in vivo (enzimas .. pli, etc.) para la 

transformación del profármaco en fármaco.. después que el primero ha sido 

administrado. Esta bioconversión del profármaco se Ucva a cabo mediante la 

intervención de enzimas hidrolasas, reductasas u oxidasas, o por reacciones 

intramoleculares. 

S. Proponer estructuras de profánnacos en tos cuales se espere que el compuesto 

diseftado sea inactivo o menos activos biológicamente que el fármaco de origen. 

6. Tratar que la preparación de profármacos se lleve a cabo en la menor cantidad de 

pasos posibles. 

7. Seleccionar de los profá.nnacos propuestos, aquellos que tengan las propiedades 

fisicas y químicas adecuadas y que puedan ser potencialmente biotransfonnados en 

el comportamiento biológico deseado como candidatos a evaluaciones de 

biod.ispombilidad. toxicidad, etc. 

Para Ja elaboración de derivados biorreversiblcs se deben tomar en cuenta los 

siguientes lineamientos adicionaJes: 

t. La unión entre el fánnaco y el modificador es generalmente un enlace covalente. 

2. La unión entre el fánnaco y el modificador debe ser rota in vivo. 

3. La liberación del fánnaco debe ser cinéticamente rápida para asegurar niveles 

efectivos del principio activo en los sitios de acción, y/o minimizar el metabolismo 

del profármaco como tal, o la gradual inactivación del fiinnaco mismo. 

4. El derivado así como el modificador liberado in vivo deben presentar un riesgo 

minimo de toxicidad a las concentraciones utilizadas. 
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1.-1.3 Lo.v pro-bencimidazo/es 

En el campo de investigación de los bencimidazoles .. se ha utilizado la estrategia de los 

profánnacos con el pr-opósito fundamental de incrementar la escasa solubilidad acuosa que 

presentan este tipo de compuestos. Los profánnacos discftados y sintetizados reciben el 

nombre de pro-bencimidazoles. 22
•
58 

Entre los pro-bencimidazoles que se han sintetizado,. se encuentra un gran número de 

bencirnidazoles 1-sustituidos,. así como .\"-bencimidazoles y bencenos sustituidos .. los cuales 

en algunos casos poseen por si mismos una pequcfta actividad antihelmintica, o bien 

pueden no poseerla; pero al ser sometidos a varias reacciones enzimáticas o no enzimáticas .. 

dichos compuestos pasan a su fonna de metabolitos activos. Por ejemplo .. el benomil es un 

protannaco inactivo,. el cual por el efecto de las hidrolasas in vivo se convierte en 

carbendazim .. una especie activa.22 

(X)-NHCOOCH3 
~ONHC,"9 

Beoomil (profánnaco inactivo) 

hjdmljsjc .. o=:>--NHCOOCH3 
A 

Carbeodazint(activo) 

Los resultados más significativos en el campo de Jos pro--bcncimidazoles fueron los 

descubrimientos del f'ebantcl.. tiofanato y netobimin... los cuales se han usado en el 

tratanúento de infecciones por parásitos intestinales en animaJcs domésticos. asf como en 

ganado. (Figura 1.8)." 

~'-r""'YNHCOCH,OCH, 

LV ~N-C-NHC02CH.1 
,!,¡HC02CH3 

~ Descubicno por el Laboratorio Bayer 
en 1978. Se ha utilizado como W1 potente 
antihelminfrico veterinario,. el cual muestra un 
metabolismo parecido al del fcbendazol y 
oxfendazol. 
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Tiofanato. Profánnaco del 2-
bencimidazolcarbamato de etilo. introducido 
en 1970 como pesticida; posteriormente se 
encontró que presentaba actividad contra 
nematodos invasores del tracto gastrointestinal 
del ganado. 

Netobjmjo Un producto de Shering Plough. 
desarrollado como antihelminitico veterinario 
de gran actividad contra nematodos cestodos y 
trematodos que parasitan animales domésticos. 
El perfil antihebninitico de netobimin es muy 
parc:::ido al del albendazol. 

Fiau.-. 1.8 Algunos pro-bencimidazolcs con acción antiparasitaria 

Por lo expuesto anterionnente. es factible utilizar la estrategia de los profánnacos para 

tratar de optinúz.ar el comportamiento biológico de nuevos bencimidazoles antiparasitarios. 

28 



Planteamiento del problema e hipóte.~is de trabajo 

2. Planteamiento del problema e hipótesis de trabajo 

2.1 Pla_amie,,to del problema 

Para que un compuesto activo pueda producir su efecto terapéutico,. es necesario que 

alcance su sitio de acción dentro del organismo en cantidad suficiente. La eficacia de la 

actividad biológica depende en muchas ocasiones de una liberación eficiente del compuesto 

en su sitio de acción .. dando lugar con esto a las mejores respuestas terapéuticas con un 

minimo de efectos colaterales o secundarios. Para que un principio activo llegue a tener una 

liberación eficiente.. es necesario que las dificultades encontradas en su absorción. 

distribución.,. metabolismo y excreción no constituyan las etapas criticas de su 

comportamiento biológico. 

En el caso de los bencimidazoles giardicidas. es necesario tomar en cuenta que éstos 

tengan características de solubilidad y liposolubilidad que les permitan alcanzar su sitio de 

acción (el parásito) a nivel de duodeno y yeyuno .. además de no ser rápidamente 

metabolizados. En este contexto se escogió como principio activo aJ Ácido 2-

(trifluorometil)-l H-bencimidazol-S-carboxilico. ya que esta molécula. por ·sus 

características estructurales. tiene el potencial de ejercer su efecto giardicida mejor que sus 

congéneres los 2-bencimidazolcarbamatos de metilo.. debido a que muestra una mayor 

posibilidad de ser soluble en agua. Sin embargo. al tener en su estructura a lDl grupo 

carboxllico. puede provocar irritación gástrica por la canlidad de finnaco que se licnc que 

administrar y el tiempo del tratamiento. generalmente de S-7 dlas para la giardiosis, lo cual 

podría limitar su uso. Por Jo anterior surge la interrogante de si ¿es posible que mediante 

modificaciones moleculares se pueda abatir el comportamiento adverso del grupo carboxilo 

a nivel de estómago. sin comprometer la actividad giardicida del compuesto seleccionado? 
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Planteamiento del problema e h1póte~~is de traba.Jo 

2.2 lllpóú!sls de trabajo 

La modificación del gruJX> carboxilo del Ácido 2-(triOuoromeril)-1 H-bencimidazol-S

carboxílico. sin comprometer la actividad giardicida del compuesto. se logrará mediante la 

preparación de profánnacos de tipo derivados biorreversibles que liberen al principio activo 

en presencia de enzimas presentes en duodeno y yeyuno. 
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Objetivos 

3. Objetiv"" 

3.1 Objetivo gefleral 

El presente trabajo tiene como propósito. modificar características moleculares del 

Ácido 2-(trifluorometiJ)-IH-bencimidazol-5-carOOxUico, molécula que ha demostrado tener 

actividad giardici~ mediante Ja preparación de tres profánnacos potenciales. de la 

modalidad de derivados biorreversibles. 

3.2 ObjdiPOs especUlcos 

Sintetiz.ar el Ácido 2-(tritluorometil)-JH-bencimidazol-S-carboxílico. el 2-

(trilluorometil)-I H-bencimidazol-S-carboxilato de metilo. el 2-(trilluorometil)-1 H

bencimidazol S-carboxilato de etilo y el 2-(trifluorometil)-1 H-bencimidazol-5-

carboxilato de 2-{dictilamino)-2-oxoetilo como prof"ánnacos potenciales del primero 

(Figura 3.1 ). 

o 

HO~N~FJ 
~N 

A 
Ácido 2-{trifluorometil)- I H-bencimidazol-S-carboxilico ( l) 

o 

CH30~N~FJ 
~N 

A 
2-(trilluorometil)-1 H-bencirnidazol-S-carboxilato de metilo (2) 
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Objetivos 

2-(triOuorometil)-IH-bencimidazol 5-carboxilaro de etilo (3) 

o o 

CH3--CH2....._ _ll_o~N 
N j ~F 

CH~H/ ~ 3 
J~ 2 """'- N 

~ 
2-(triOuorometil)-IH-bencimidazol-5-carboxilato de 2-(dietilamino)-2-oxoetilo (4) 

Figura 3.1 Principio activo y profánnacos propuestos a sintetizar 

Caracterizar los compuestos sintetizados. mediante sus propiedades fisicas: aspecto. 

pwtto de rusión y Rf cromatográfico. así co1no por métodos espectrascópicos (IR y 

RMN) y espectrometrla de masas. 

Evaluar la solubilidad de los compuestos en agua desionizada y en solución 

amortiguadora de fosfatos pH 7 y fuerza iónica de 0.6 M. 

Evaluar la estabilidad de los profánnacos en solución amoniguadora de fosfatos pH 

7 y solución amortiguadon1 de Tris(hidroximetil)aminometano. HCI pH 8. 

Evaluar la bioconversión in vilro de los profánnacos en presencia de las enzimas 

esterasa de hígado de cerdo y tripsina de páncreas de cerdo. 
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4. Metodologi• 

En el presente capitulo se muestran en fonna de esquemas los diversos procedimientos 

utilizados en la síntesis de los compuestos, así como una breve descripción de los mismos. 

También se encuentran descritos los procedim.ientos empleados para la evaluación de la 

solubilidad de los cuatro compuestos sintetizados, la evaluación de estabilidad de los tres 

profármacos en soluciones amoniguadoras y la evaluación de la liberación del principio 

activo frente a enzimas hidrolíticas. Los detalles de cada procedimiento se describen en el 

apartado de procedimientos experimentales. 

4. 1 Metodologfa para la sl11tesls di! los c:ompU#!SIDS 

Para llevar a cabo la sintesis de Jos compuestos propuestos en los objetivos se siguió la 

siguiente secuencia de reacciones: 

Sfn(e.'fiS del Ácido 2-0ritluarometi/J-IH-bencimidq-ol-5-carl?oxllico O I -'9 

HOOCCF3 
HCI 

Para obtener el compuesto (1) se calentó a reOujo una solución de ácido 3.4-

diaminobenzoico y ácido triOuoroacético._ utilizando como catali2ador ácido clorhfdrico. La 

reacción procede vía el acil derivado._ el cual cicliza bajo la influencia de exceso de ácido. 
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Slnte~·is ele/ 2-0rifluorometi/J-JH-bencimuiazol-5-carhoxilato de me11/o f2J. MI 

HO~N 
~~F3+ 

X 

Para la sintesis del compuesto (2) se hizo reaccionar el compuesto (1) con l.1-

carbonildiimidazol9 utilizando como disolvente cloruro de metileno; la mezcla de reacción 

se calentó a reflujo bajo condiciones anhidras. El producto de la reacción fue el 

intennediario anlúdrido 1 H-imidazol-J -carboxilico-2-(triOuorometil)-1 H-bencimidazol-5-

carboxilico~ el cual favoreció el segundo paso de la reacción que consistió en la 

esterificación del mismo. 

+ CH:iOH 

Para llevar a cabo la reacción de esteriticación se hizo reaccionar el intermediario con 

metano) absoluto. 

Sfnte."r'is del 2-0rifluoromcti/J-JH-bencimidazo/ 5-carhoxi/ato de etilo f3J.w 
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Melodologia 

El compuesto (.J) se obtuvo de manera similar que el compuesto (2). la única variante 

fue que en la reacción de csterificación se agregó etanol absoluto en Jugar de mcranol 

absoluto. 

Sfnte'fjs del 2-0rifluorometi/J-IH-bencimida=ol-5-carboxilq{Q de 2-fdietilqminoJ-2-oxoetilo 
(4) 61.62 

o 
CH3--CH2.....,N-L-c1 

CH;¡-CH;i/ 

KJ -(CH;¡CHzhN 

Para obtener el compuesto (4) se hizo reaccionar el compuesto (1) con 2-cloro-N,N

dictilacetamida, teniendo como resultado una sustitución nucleofilica de tipo SN2. En esta 

reacción se utilizó como disolvente etilcnglicol dimetil eter. K.I como catalizador y 

trictilarnina como base. 

4.2. J Soluhj/jdqd en qvuq de.<rjonizqdq 

A los cuatro compuestos sintetizados se les detenninó su solubilidad en agua 

desionizada empleando el siguiente procedimiento:6
:i·

64 

En tubos de ensayo de 13 x 100 se colocaron S mg de cada compuesto (por triplicado) y 

se agregaron 3 mL de agua desionizada. Posteriormente se adaptaron tapones de hule en 

todos los tubos y se colocaron en W1 tennomezclador. el cual los agitó por 2 h. a 1000 rpm 

a 37 ºC. Este mismo experimento se realizó por 24 h. sib~iendo las mismas condiciones. 

con el fin de alcanzar et equilibrio de saturación de la solución acuosa. 

TESIS CON 
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Tenninando el tiempo de agitación establecido. se procedió a separar por filtración el 

compuesto que no se logró disolver en cada tubo. empleando filtros de membrana de 

celuJosa (Ederol 1 OO. calidad 1 S). Posterionnente se detenninó la concentración de los 

compuestos por espectrofotometria a la longitud de onda máxima de absorción para cada 

compuesto. Los da1os de absorbencia fueron extrapolados a datos de concentración 

mediante cunras de calibración previamente realizadas y que se presentan. junto con los 

datos de longitud de onda máxima.. en el apartado de procedimientos experimentales. 

4.2.2 Solubilidad en -.olución amortiguadora de {Ostato.-. pH 7 v fuerza iónica de O 6 M 

El procedimiento utilizado para esta evaluación fue el mismo que se utilizó para la 

evaluación de la sotubilidad de los compuestos en agua desioniz.ada; la única variante fue 

que en este ensayo se agregó solución amortiguadora de fosfatos pH 7 y fuerza iónica de 

0.6 M, cuya preparación se encuentra especificada en el apartado de procedimientos 

experimentales. 

4.3 Estabilidad ü los profdrlf!laCos 1!11 soblclo114!S GlltOrtiguadoras 

Este estudio se realizó con el fin de observar la influencia del pH en Ja degradación de 

los profánnacos. La estimación se realizó por espcctrofotometria. para la cual se determinó 

el cambio de absorbencia de los compuestos en función del tiemp:>. 

Para el estudio se prepararon soluciones patrones de Jos tres profánnacos con las 

soluciones amortiguadoras. tanto de fosf"a1os pH 7 como de Tris 

(hidrox.imetil)aminometano. HCI pH R. cuyas concentraciones no excedieron de una 

absorbencia de 2.00. 

Posterionnente. se ajustó el espectrofotómelro a la longitud de onda máxima del 

compuesto en estudio y a O.O de absorbencia. utilizando como blanco la solución 

amortiguadora en uso. EJ grado de estabilidad de los profánnacos se evaluó. como ya se 

mencionó anterionnente. con el cambio de la absorbencia versus el tiempo. el cual fue de 3 

h. para cada compuesto. a lcmperatura arnbiente (20 ºC). 
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Para estimar los parámetros cinéticos de Jos profánnacos .. se graficó el logaribno del 

porcentaje de absorbencia residual (log o/oA} del profánnaco en estudio contra el tiempo. El 

log % A se caJculó de la siguiente fonna:"s 

logº./oA=~x 100 

Ao 

donde A. es Ja absorbencia registrada a un tiempo determinado .. y Ao es la absorbencia 

inicial. 

Asimismo se calcularon Kub~ para ambas soluciones amortiguadoras.. con el fin de 

establecer el tiempo de vida media de los compuestos. 

4.4. I Evaluación empleando como enzimq h1dro/lticq e.-.tem.~q de higqdo 4< cerdo 

Para esta determinación .. se prepararon soluciones patrones de los tres profánnacos con 

la solución amortiguadora fosfatos pH 7 .. cuyas concentraciones no ex.cedieron de una 

absorbencia de 2.00. También se preparó nna solución patrón de la enzima·. para la cual se 

utilizaron 30 µL de la enzima,. los cuales se colocaron en un matraz af"orado de 1 O mL; Ja 

solución se IJevó al aforo con agua destilada. 

Posterionnente se ajustó el espectrofotómetro a Ja longitud de onda máxima del 

compuesto en estudio y a O.O de absorbencia,. utilizando como blanco la solución patrón del 

mismo compuesto. Una vez ajustado el espectrofotómetro .. se procedió a colocar en una 

celda de cuaJ7..o 2 . .S mL de la solución patrón del compuesto en estudio y 100 µl.. de Ja 

solución patrón de la enzima; la mezcla se agitó por inversión y la liberación del principio 

activo (Ácido 2-(trifluorometil_rlH-bencimidazol-5-carbox.ílico} de los profánnacos se 

• La capacidad de hidrólisis enzun.Bt1ca de la esteras.a de higado de cerdo. empicada en esta evaluación. se 
estableció previamente~ los detalles del CJCpcrimcnto se presentan en el aputado de pl'OCCdimientos 
experimentales 
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Mctodologla 

moniloreó a lravés del cambio de Ja absorbencia en función del tiempo. el cual fue de 1 h. 

para cada compuesto. a temperatura ambiente (20 ºC) . 

./.4.2 Evaluación emmeqndo como enzima hidrolítica lrtpsinq de páncreas de cerdo. 

El procedimiento utilizado para la evaluación de la liberación del principio activo 

empleando como enzima hidroUtica tripsina de páncreas de cerdo fue el mismo que se 

utilizó en la evaluación anterior; las únicas variantes fueron que en este ensayo las 

soluciones patrones de los compuestos.. se realizaron con solución amórtiguadora de 

Tris(hidrox.imctil)aminometano, HCI pH 8 en Jugar de solución amortiguadora de fosfatos 

pH 7, y que la solución pab"ón de la enzima·· se preparó con 1 O mg de la enzima disueltos 

en J mL de agua destilada. 

4.S Protetnas totales. .. 

A cada una de las enzimas empleadas en las evaluaciones de liberación del principiO 

activo, se les determinó el contenido de pt"Oteinas totales por el método de Bradfor~ 

empleando el kit BioRad<S>. Para Ja solución de eSlerasa de hígado de cerdo se determinó 

0.3298 mg de protefnalmL y para la tripsina de páncreas de cerdo 0.3735 mg de 

proteina/mL. Los detalles del experimento se encuentran en el apartado de procedimientos 

experimentales. 

•• La capacidad de hidrólisis enzim41ica de la tripsina de páncreas de cerdo. empleada en esta e"'1tluac1ón fue 
detcnninada previamente~ los detalles del experimento se describen en el apartado de procedimientos 
experimentales 
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Resultados 

!t.. Resultados 

S • ./ Si1e1esis de los cotnpa.estos 

En la Tabla 5.1 .. se muestran los resultados obtenidos de las sfn1esis de los compuestos .. 

así como algunas de sus propiedades tlsicas como son: aspecto. punto de fusión y Rf 

cromatográfico. 

Tabla 5.1 Resultados de la síntesis Y propiedades fisicas de Jos compuestos 

Compuesto Rendimiento Rendimjeoto p.f. Rf Aspecto 
del producto del producto 

crudo purif'"acado 
73.7% 68.6% 

2 66.3% 48.3% 

3 59.7% 39.8% 

75.8% 22.9% 

276.7-278.2 "C 0.2 ¡:¡ 

163.8-167.5 ºC 0.43 Fl 

142.7-144.4 ºC 0.49 FI 

151-153 ºC 0.37 • ., 

Sólido f"'ino color .-osa 
claro 

Sólido fino color 
blanco 

Sólido Cmo color 
blanco 

Cristales color blanco 
Ft - Fa.se móvil Clorofonno/ Acetona/Etcr de petróleo/ A e ido acético ( J 0:6: 1 S :O .6) 
F2- Fase móvil Clorofonno/Metanol (95:5). 

Los resultados espectroscópicos y espectrométricos con los cuales fue posible la 

caraclcrización de Jos compuestos sinletiz.ados. se mueslran en la Tabla S .2. Los espectros 

de donde se obtuvieron estos datos .. se encuentran en el Apéndice B. 
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Resultados 

Tabla !i.2 Datos espectroscópicos y espcctrométncos de los compuestos sinletizados. 

Compuesto Datos espectroscópicos y espectrométricos 

Ácido 2-{lrifluorometil)-1 H-bencimidazol-
5-carboxilico (1) 

2-{lrifluoromeril)-IH-bcncimidazol-5-
carboxilato de metilo (2) 

IR "- (K.Br/Pasrilla) 3659.21 (Ar-NH-R). 
3089.24 (OH). 1677.66 {C=O), 1328.38 {Ar
NH-R). 1163.68 (C-F) cm·' 
RMN-1H {DMSO-do) 117.765(dd.J=8.4 Hz. 
IH. H-7). 7.965 (dd, J = 8.4 Hz. IH. H-6) 
8.304 (d, J = 0.9 Hz. IH. H-4) 12.296 {sa. 
1 H. COOH) ppm 
RMN-13C (DMSO-d6 ) 113.487. 117.073. 
120.659, 124.245 (CFJ). 116.013 (C-7). 
119.169 {C-5). 125.202 (C-4). 126.743 {C-6), 
138.257 (C-3a). 140.311 {C-7a). 141.464. 
141.987. 142.515. 143.038 {C-2). 167.453 
{C=O)ppm. 
EM (IE) m/;:; 230 ( 100%. M) 

IR "~• (KBr/Pastilla) 3240.67 {C-H insat.). 
1697.39 (C=O). 1321.95 y/ó 1290.22 {Ar
NH-R). 1193.41 (R-CO--OCH,).1146.9 {C-F) 
cm·• 
RMN-1 H (DMS0-<4) 11 3.871 (s. 3H. 
-OCHJ). 7.84 (dd, J = 8.4 Hz. IH. H-7). 
7.96 (dd. J = 8.4 Hz. IH. H-6) 8.30 (d. J = 
0.9 Hz. IH. H-4) ppm. 
RMN-13C (DMSO-d.o) 52.214 (CH10-). 
113.375. 116.965. 120.551. 124.142 {CFJ). 
116.111 (C-7). 119.197 (C-5), 124.875 (C-4). 
125.375 (C-6). 138.238 (C-3a). 140.348 (C-
7a). 141.632. 142.155, 142.683, 143.206 (C-
2), 166.257 (C=O) ppm. 
EM (IE) ,..,::::: 244 (45o/o, M). 213 {IOO"/oM-
31 CH3 -0) 
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2-(trifluorometil)-1 H-bencimidazol-5-
carboxilalo de etilo (3) 

2-(lrifluorometil)-I H-bencimidazol-5-
carboxilato de 2-(dictilamino)-2-oxoctilo 

(4) 

Resultado:~ 

IR v_, (KBr/Pastilla) 2985.63, 2912.29, 
2853.21 (C-H sat.), 1722.71 (Ar-C0-0), 
1327.87 y/ó 1289.48 (AJ--NH-R). 1192.62 (R
CO-OR), 1 138.52 (C-F) cm·' 
RMN-'H (DMSo-do) 8 1.36 (1, 3H, 
CH,CH20-) 4.36 (m, 2H. CH1CH20-), 7.775 
(dd. J = 8.7 Hz IH. H-7), 7.96 (dd, J = 8.7 
Hz, IH, H-6) 8.294 (d. J = 0.9 Hz. IH. H-4) 
pprn. 
RMN-13C (DMSO-d0 ) 14.16 (CH3 CH20-), 
60.827 (CH3CH20-). 114.732, 117.424. 
120.I 16, 122.812 (CFJ), 116.083 (C-7), 
119.125 (C-5), 124.839 (C-4). 125.662 (C-6), 
138.248 (C-3a). 140.344 (C-7a). 141.803, 
142.197. 142.592. 143.986 (C-2). 165.743 
(C=O) 
EM (JE) m•';:: 258 (3Io/o. M"'). 213 (100% M-
45 CH1-CH20) 

IR v_ (KBrlPastilla) 3433.64 (Ar-NH-R). 
2978.79 (C-H sat.). 1719.09 (C=O), 1623.54 
(-CO-N<). 1322.13 y/ó 1291.01 (Ar-NH-R). 
1187.73 (R-CO-O-R). 1132.46 (C-F) cm·' 
RMN-1H (DMSO-d,,) 8 1.018 (t. 3H, 
(CH1CH2),N-CO-CH2-0CO-) 1.16 (t. 3H. 
(CH,CH2)zN-CO-CH2-0CO-), 3.3 (m. 4H. 
(CH3CH2),N-CO-CHz-OCO-). 5.3 (s. 2H. 
(CH,CH2)zN-CO-CH2-0CO-). 7.83 (dd, J = 
8.4 Hz IH. H-7). 8.01(dd.J=8.7 Hz. IH. H-
6) 8.35 (d.IH. H-4) 14.334 (sa. IH. N-H) =N-13C (DMSO-d..) 12.903 (CH3CH2)2N
CO-CH2-0CO-). 13.958 (CH1CH2),N-CO
CH2-0CO-). 39.S (CH3CH2)2N-CO-CH2-
0CO-). 61.985 (CH,CH2)2N-CO-CH,.-OCO-) 
113.363, 116.955, 120.542, 124.129 (CFJ). 
125.081 (C-4), 125.337 (C-6), 141.668, 
142.193. 142.723, 143.248 (C-2). 165.07 
(C=O), 165.448 (>N-C=O) 
EM (JE) m :: 343 (1%. ~). 213 (100% M-
130 (CH1-CH2hN-CO-CH2-0) 
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S • .J EvalMació11 de la .solMbllúlad de los COllfPMe.stos .sintdi:.ados 

Los resullados de la evaluación de la solubilidad tanto en ab-ua desionizada como en 

solución amortiguadora de f"osfatos pH 7 y fuerza iónica 0.6 M se muestran en las 

siguientes tablas. asl como un esquema comparativo de los resultados con ambas variantes. 

T•hl• 5.3 Resultados de las pruebas de solubilidad en agua desionizada a las 2 h 

Compuesto Amax. e Solubilidad Solubilidad 

1 
2 
3 
4 

291.0 
294.5 
292.5 
293.5 

(µM" 1 cm-1) (µM) ±DE (µg/mL) ±DE 

3.9745 1.42 IO ± 0.1139 326.46 ± 26.16 
3.3016 2.3788 ± 0.1071 581.78 ± 26.20 
5.5700 0.7176 ± 0.0229 185.05 ± 5.91 
4.8775 0.2472 ± 0.0081 84.91 ± 2.78 

e - Coeficiente de absonivldad molar. 
•"""Los datos de solubilidad son un promedio de tres dctcrmínacioncs realizadas 
DE= Desviación estándar. 

T•bl• 5.4 ResuJtados de las pruebas de solubilidad en Wª desionizada a las 24 h. 

Compuesto i.max. e Solubilidad Solubilidad 

1 
2 
3 

" 

291.0 
294.5 
292.5 
293.S 

(µM" 1 cm-1) (µM) ±DE (µg/mL) ±DE 

3.9745 1.5336 ± 0.0191 352-33 ± 4.38 
3.3016 1.9043 ± 0.2990 465.73 ± 73.12 
5.5700 0.7038 ± 0.0208 181.50 ± 5.37 
4.8775 0.2870 ± 0.0127 98.60 ± 4.38 

e ""' Coeficiente de absonividad molar 
• - Los datos de solubilidad son un promedio de tres determinaciones n:a.lizadas. 
DE -= Desviación est.indar. 

T•bla .5..S Resultados de las pruebas de solubilidad en solución amortiguadora 
de fosfil.tos pff 7. fuerza iónica 0.6 Malas 2 h. 

Compuesto A.max. e Solubilidad 
1 

Solubilidad 
0 

1 
2 
3 
4 

291.0 
29<:.5 
292.5 
293.5 

(µM" 1 cm- 1) (µM) ±DE (µg/mL) ± DE 

3.9745 7.1868±0.2286 1651.10±52.52 
3.3016 1.0714 ± 0.0152 262.02 ± 3.73 
5.5700 0.2741 ± o.o 178 70.69 ± 4.58 
4.8775 0.1084 ± 0.0202 37.23 ± 6.93 

e .,. Coeficiente de absonividad molar 
•""'Los datos de solubilidad son un promedio de tres dcterminac1oncs realizadas 
DE - Desviación estandar. 
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FALLA DE CfüGEN 1 

42 



Re.'>ultado ... 

T•bl• 5.6 Resultados de las pruebas de solubilidad en solución amortiguadora de fosfatos pH 7. 
fuerza iónica 0.6 M a las 24 h 

Compuesto 

1 
2 
3 
4 

i..nuv<. 

291.0 
294.S 
292.S 
293.S 

E Solubilidad 
(ef1 cm·1) (µM)±DE 

3.9745 7.3814±0.1807 
3.3016 0.6928 ± 0.0093 
S.S700 0.206S ± 0.0027 
4.877S 0.1029 ± 0.0059 

E ""' Coeficiente de absonividad molar 

Solubilidad 
(µg/mL)±DE 

1695.80±41.SI 
169.43 ± 2.26 
S3.26 ±0.71 
3S.36 ±2.04 

• - Los datos de solubilidad son un promedio de tres detenninaciones realizadas. 
DE - Desviación estándar . 

HIXI 

uoo 
1200 

1CXll 

EIJll 

EDI 

~ 

200 

D 

.... -:-------------------------- -----·- ----

•Compuesto 1 
• Compuesto 2 
CJ Compuesto 3 
D Compuesto 4 

Fia11,.. S.t Esquema comparativo de los resultados de la evaluación de solubilidad (µg/mL) de los 
compuestos en los sistemas probados 

5.4. J Evq/uqción empicando .~otución gmqrtiguqdorq de tñstato.\" pH 7 

En Ja Tabla 5.7 se muestra Jos resultados obtenidos de Ja evaluación de la estabilidad de 

los profánnacos en solución amoniguadora de fosfalos pH 7, en donde se observan los 
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Re.,·u/tado.v 

cambios de absorbencia versus tiempo. así como el porcentaje de absorbencia residual. 

Postcrionnente se muestra la gráf"tc::a (Figura 5.2). en la que se observa la tendencia que 

siguen los profánnacos cuando se grafica el porcentaje de absorbencia residual versus 

tiempo. 

Resultados de la evaluación de la estabilidad de Jos prof'ánnacos en solución 
amortite:adora de f'osfatos pH 7 

Compuesto 2 3 
Abs. inicial 1.601 1.3 19 

Abs.O.S h después. 1.467 1.250 
Abs.1.0 h después. 1.372 1.184 
Abs.1.5 h después. 1.308 l. 150 
Abs.2.0 h después. 1.274 1.123 
Abs.2.5 h después. J.250 l. JOS 
Abs.3.0 h después. 1.238 1.100 

log % A O.S h. 1.9620 1 .9767 
log % A 1.0 h. 1.9330 1.9531 
log%A 1.5 h. 1.9122 1.9405 
log % A 2.0 h. 1.9008 1.9301 
log % A 2.5 h. 1.8925 1.9243 
log o/o A 3 .O h. 1.8883 1.9211 

2.CD ~-------------------~ 

1.911 +--------------------i 
1.96 +-----.,.....;:>...,.---------------i 
1.!M +---r--'"-.::--""'"-<::::::-----'-------; 

: 1.92-1----"-.,---'"'""--'--.....::==~~------~ 

~ t.90 +------"r----'""' ..... ==--------i 
1.1111 +--------"-.~-------------' 

1.86 +----------"-~---------; 

1.60 +-----------__;;;'--.,,.,-----' 
1.62 +-----~---~----~-----.; 

o 2 

TI•m .... (lo) 

3 4 

.. 
1.945 
1.683 
1.537 
1.450 
1.399 
1.350 
1.335 

1.9372 
1.8978 
1.8724 
1.8569 
1.8414 
1.8366 
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--compuesto 3 
--.-Compuesto • 

Fisura 5.2 Gráfica del log del porcentaje de absorbencia residual vs. tiempo empicando solución 

amortiguadora de fosfatos pH 7 
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El valor de K°""• se detenninó como la constante de velocidad de descomposición para 

una cinética de primer orden 

log % A = 2 - Koo6 · t 

por lo cua~ se ajustaron por mfnimos cuadrados las tres semirectas obtenidas y de la 

ecuación de Ja linea recta obtenida en cada caso. se tomaron las pendientes. que 

corresponden a K°",,. Posterionnente se calculó el tiempo de vida media (t V:r). con la 

ecuación 

t ~ = 0693 
Ko0. 

los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.8. 

Tabla S.8 Resultados obtenidos de los valores de Kc;a y tiempo de vida .media de la evaluación de 
estabilidad empleando solución amortjguadora de fosfatos pH 7 

Compuesto Ko,.., (b-1> t Y:r (h.) 
2 0.0286 24.2308 
3 0.0214 32.3832 
4 0.0393 17.6336 

5.4.2 Evqlugción emnleqndo sqlución amor«guqdoro de Tris fhidroximelil>qminome1ano 

HCI plf8 

En la Tabla 5.9. se muestra los resultados obtenidos de la evaluación de la estabilidad 

de Jos profánnacos en solución amortiguadora de Tris (hidroximetil)aminometano. HCI pH 

8. en donde se observan los cambios de absorbencia versus tiempo. asi como el porcentaje 

de absorbencia residual. Posteriormente se muestra la gráfica (Figura 5.3). en la que se 

observa la tendencia que siguen los profánnacos cuando se grafica el porcentaje de 

absorbencia residual versus tiempo. 

TESIS CON 
f.A.LL\ DF ORIGEN 

45 



Resultado.\· 

T•bl• 5.9 Resultados de la evaluación de la estabihdad de los pTofBnnacos en solución 
amoniguador-a de Tris (hidroximetil)aminomcta.no. HCI pH 8 

Compuesto 2 3 4 
Abs. inicial l. 936 1.591 1.694 

Abs.0.5 h después. 1. 738 1.475 1.558 
Abs.1.0 h después. 1.630 1.385 1.441 
Abs.1.5 h después. 1.567 1.333 1.363 
Abs.2.0 h después. 1.526 1.294 1.315 
Abs.2.5 h después. 1.500 1.263 1.288 
Abs.3.0 h después. 1.482 1.258 1.260 

log%A0.5h. 1.9531 1.9671 1.9637 
log % A 1.0 h. 1.9253 1.9398 1.9298 
log % A 1.5 h. 1.9082 1.9232 1.9056 
log % A 2.0 h. 1.8966 1.9103 1.8898 
log % A 2.5 h. 1.8892 1.8997 1.8810 
log % A 3.0 h. 1.8839 J.8980 1.8715 

1.98 --------·------··-·--. -·-··· •. -

-+-- Compuesto 2 
---- Compuesto 3 
-a-- Compuesto"' 

e< 

~ 1.92 

1.9 +--------=~-,.-:::::,,,.__, ____ ---J 

1.B6 _,_ __________________ __¡ 

o 3 4 

Figur• S.3 Gráfica del log del porcentaje de absorbencia residual vs. tiempo empleando solución 
amortiguadora de Tris (hidroximctil)aminometano. HCI plf 8 

En la Tabla S.1 o. se muestran los resultados obtenidos de los valores de Ko1i. y liempo 

de vida mediay los cuales fueron caJculados de la misma forma que en la cvaJuación 

anterior. 
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Tabla S.10 Resultados obtenidos de los valores de~ y tiempo de vida media de la evaluación de 
estabilidad empicando solución amortisuadora de Tris (hidroximetil)aminomctano~ HCI pH 8 

Compuesto Kn1o. (h-i) t ~ (h.) 
2 0.0266 26.0526 
3 0.0273 25.3846 
4 0.0356 19.4663 

5. 5 Eval11ació1t de la liberaciótt del prittclpio activo fre11te a ettdw.s 11/dToUticas 

5.5. J Evaluación empleando como enzima hidrolí11ca e.'ftera.'ta de hígado de cerdo. 

En las siguientes tablas. se muestran los resultados obtenidos de esta evaluación. así 

como las gráficas obtenidas de log % compuesto residual versus tiempo. 

Tabla S.11 Resultados obtenidos de la evaluación de liberación del principio activo del compuesto 
2 frente la enzima cstcrasa de hígado de cerdo. 

Tiempo 
(min.) 

Abs. Concentración % Compuesto 2 
(µM) 

log o/o 
compuesto2 

o 
20 
30 
40 
so 
60 

~ 

1.563 
1.55 

1.525 
1.508 
1.492 
1.475 

0.4151 
0.4111 
0.4036 
0.3984 
0.3936 
0.3884 

.a 1.99 1-------""""" 

100.0000 
99.0446 
97.2204 
95.9800 
94.8125 
93.5721 

11985 -\---------'"""""" 
§ 198 

"' ~ 1.975 1-----"---"-

1.97 ·------------

2.0000 
1.9958 
1.9878 
1.9822 
1.9769 
1.9711 

1965 _,__-----------------~ o 10 20 50 60 70 

Timnpo(mln) 

FiRura S.4 Gráfica del log % de compuesto 2 vs. tiempo empicando como enzima hidrolitica 
esterase de higado de cerdo 
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T•hl• 5.12 Resultados obtenidos de la evaluación de liberación del princ1p10 activo del compuesto 
3 frente la enzima csterasa de hi§8do de cerdo 

Tiempo Abs. Concentración % Compuesto 3 log % 
(min.) (ttM) compuesto 3 

o 1.192 0.1822 100.0000 2.0000 
1 o 1.175 0.1791 98.3097 1.9926 
20 1.167 0.1777 97.5214 1.9891 
30 1.150 0.1746 95.8463 1.9816 
40 1.125 0.1701 93.3829 1.9703 
50 1.113 0.1680 92.2005 l. 964 7 
60 1.100 0.1657 90.9195 1.9587 

1.995 

" 199 
.a 1.985 1 198 

8 1.975 i 1.97 

1.965 

1.96 

o 10 20 30 50 60 70 

Tiempo (mfn) 

Fisur• S.5 Gráfica del log % de compuesto 3 vs. tiempo empleando como enzima hidrolítica 
csterasa de higado de cerdo. 

Tabla S.13 Resultados obtenidos de la evaluación de liberación del principio activo del compuesto 
4 frente la enzima esterasa de higa.do de cerdo. 

Tiempo Abs. Concentración % Compuesto 4 log o/o 
(min.) (µM} compuesto 4 

o 1.406 0.2580 100.0000 2.0000 
10 1.333 0.2430 94.1994 1.9740 
20 1.283 0.2328 90.2260 l.9SS3 
30 1.233 0.2225 86.2527 1.9358 
40 1.200 0.2158 83.6303 1.9224 
SO l.ISO 0.20SS 79.6570 1.9012 
60 1.125 0.2004 77.6704 1.8903 
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1.98 ~----------·-------~ 
1.97+--~-

1.96 f----°""'~------'---=:'T=-=~o= :s 1.95 ¡-----~"""' l 1.!M i-------""""" 
§ 1.93 
#- 1.92 , _______ _ 

w 1.91 +------
- 1.9+-----

1.89 +-------
1.88 '--~------------------' 

o 10 20 30 40 50 60 70 

Tt.mpo (mln) 

Resultados 

Figura S.6 Gráfica del log % de compuesto 4 vs. tiempo empicando como coz.Una hidrolitica 
estcrasa de hígado de cerdo 

En Ja Tabla S. J 4, se muestran Jos resultados obtenidos de Kob. y t Y2 ... de la evaluación 

de la liberación del principio activo de cada profánnaco frente a la enzima esterasa de 

hígado de cerdo, los cuales se calcularon de igual f"onna que en la evaluación de estabilidad 

de los profánnacos en soluciones amortiguadoras. 

Tabla 5.14 Resultados obtenidos de los valores de Kan. y tiempo de vida media de Ja evaluación de 
liberación del principio activo cmple.ando como c:n.zi:ma hidrolitica esteras.a de híeado de cerdo 

Compuesto Ko1,. (min-1? t Y:r (min.) t Y2 (h.l 
2 0.0006 1155 1925 
3 0.0007 990 16.S 
4 0.0017 407.6471 6.7941 

5.5.2 Evq!uqción emnleqndo como en;imq hidmlítica trip.\·1nq de páncreaf de cerdo 

En las siguientes tablas. se muestran los resultados obtenidos de esta evaluación, así 

como las gráficas obtenidas de log % compuesto residual versus tiemJXl. 

'I'ESIS CON" 
FA.LLA DE ORIGEN 

49 



Re.\·1'1tados 

T•bl• 5.15 Resultados obtemdos de la evaluación de liberación del principio activo del compuesto 
2 frente la enzima tripsina de páncreas de cc.-do. 

Tiempo Abs. Concentración o/o Compuesto 2 log º/o 
(min.) (uM) compuesto 2 

O J.3S7 0.3527 100.0000 2.0000 
10 1.349 0.3503 99.3066 1.9970 
20 1.341 0.3478 98.6196 1.9940 
30 1.334 0.3457 98.0185 1.9913 
40 1.327 0.3436 97.4173 1.9886 
so J.321 0.3418 96.9021 1.9863 
60 J.315 0.3400 96.3868 1.9840 

1.998 ,.-------------------~ 
1.996 

a 1.994 

l i.992 
~ 1.99 ,__ ___ _ 

-------------- ..... 
Y_=:~~.:s;~~- ·- -- ~ 

·-1 

,...~~-------~ 
----------1 

i 
'#. 1.968 

!! 1.'"'6 ~---------- -·-------- --------' 

1.964 

1.962 ~------------~----~ 
o 10 20 30 50 eo 70 

tiempo (mtn) 

Figur• 5. 7 Gnüica del log % de compuesto 2 vs. tiempo empicando como enzima 
hidrolitica tripsina de pánc.-cas de cerdo. 

Tabl• 5.16 Resultados obtenidos de la evaluación de liberación del principio activo del compuesto 
3 frente la enzima tripsina de pancrcas de cerdo. 

Tiempo Abs. Concentración % Compuesto 3 log o/o 
(min.) (µM) compuesto 3 

o 1.040 0.1549 100.0000 2.0000 
10 1.033 0.1536 99.1779 1.9964 
20 1.025 0.1522 98.2507 1.9923 
30 l.02S 0.1522 98.2507 1.9923 
40 1.017 o. 1508 97 .3235 l. 9882 
so 1.017 0.1 sos 97 .3235 1.9882 
60 1.012 0.1499 96.7439 1.9856 
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:.·: ·----_-_-_ -_ ---~---_--------.---~--0---.0002x----.--;-~99---,.---~¡ 
B 1 ·994 !---~-..,- R 2 = 0.9516 

l 1.992 .\------... ~ ... -
E 
8 1.99 ·1-----

i 1.988 ~-----------=~~~------l 
1.986 .¡_ ______ _ 
1.9&4 _¡_ _________________ _, 

o 10 20 30 40 50 60 70 

Tt.rnpo (mln) 

Flgur• 5.8 Gráfica del log % de compuesto 3 vs. tiempo empicando como enzima 
hidrolítica tripsina de pánc.-cas de cerdo. 

T•bl• .5.17 Resultados obtenidos de la evaluación de liberación del principio activo del compuesto 
4 frente la enzima tripsina de pancreas de cerdo. 

Tiempo 
(min.) 

o 
JO 
20 
30 
40 
so 
60 

Abs. Concentración % Compuesto 4 log º/o 
compuesto4 

1.479 
1.433 
1.400 
1.367 
1.350 
1.325 
1.308 

(eM) 

0.2730 
0.2635 
0.2568 
0.2500 
0.2465 
0.2414 
0.2379 

100.0000 
96.5336 
94.0553 
91.5770 
90.3003 
88.4228 
87.1461 

2.0000 
1.9847 
1.9734 
1.9618 
1.9557 
1.9466 
1.9402 
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i.99 ---··------------~-- -·--·-·-

1 98 i i.97 

~ 1.96 

i 1.95 

1.94 

1.93 ~------------~------' 
o 10 20 30 40 50 60 70 

Ti9mpo (mfnJ 

F1aura S .. 9 Gráfica del Jog o/o de compuesto 4 vs. tiempo empicando como enzima 
hidrolítica tnpsina de péncreas de cerdo. 

En la Tabla 5.18. se muestran los resultados obtenidos de Knb• y t 'h • de la evaluación 

de Ja liberación del principio activo de cada profánnaco frenle a la enzima tripsina de 

páncreas de cerdo. los cuales se calcularon de igual fonna que en la evaluación de 

estabilidad de los profánnacos en soluciones amortiguadoras. 

Tabla S .. 18 Resultados obtenidos de Jos valores de Ko1. y tiempo de vida media de la evaluación de 
liberación del principio activo empicando como enzima hidrolitica tripsina de páncreas de cerdo 

Compuesto >Gw.. (min-1> 1 'h (min.) t Vz (h.) 
2 0.0003 23IO 38.5 
3 0.0002 3465 57.75 
.. 0.0009 770 12.8333 
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6. Discusión 

6.1 Consideraciones para la elecc/611 del Ácido 2-(trj/lMorolftetil)-I H-be11chnidaz;ol-5-

carboxllico, COMO principio activo y .su optimhació11 

Tomando en cuenta que los 2-bencimidazolcarbamalos de metilo tienen como principal 

desventaja Ja insolubilidad en agua. lo cual limita su biodisponibilidad,. se pensó en hacer

modificaciones moleculares al anillo del bencimidazol. con las cuales se potenciara la 

solubilidad en este medio .. sin comprometer- su actividad antiparasitaria. Con este propósito. 

se diseñó la molécula Ácido 2-(trifluoromctil)-IH-bcncimidazol-S-carboxílico, la cual al 

pr-esentar un grupo carbox.ilo en la posición 5 Je confier-e a la molécula mayor- solubilidad 

acuosa. además de que pr-omueve que la molécula no sea metabolizada con facilidad. 

Por- otra parte. el ácido carboxíJico es un sustituyente que permite realizar distintas 

modificaciones estructurales en la molécula.. por la diversidad de reacciones que puede 

presentar. En el presente trabajo, estas modificaciones se realizaron con el fin de optimizar 

la acción giardicida de la molécula y disminuir sus efectos adversos .. como se mencionó 

anteriormente. 

Para el diseno de los profármacos que se sintetizaron. se consideró la vía de 

administración de los bencim.idazoles antiparasitarios, los cuales se administran orahnente; 

asf como los f"actores que están involucrados en el proceso de abson:ión gastrointestinal. ya 

que és1os de manera particular o en conjunto,. pueden influir en la eficiente respuesta 

antiparasitaria. 

Por otra parte. se sabe que los bencimidazoles antiparasitarios utilizan la difusión 

simple como medio de transporte a través de las membranas biológicas, por lo que hay que 

lomar en cuenta los elementos que influyen en la velocidad a la que ocurre dicho proceso,. 

como son: el gradienle de concentración. el cual influye de manera direcuunente 

proporcional a la velocidad de dif'"usión y depende de la cantidad disuelta del compuesto en 

ambos lados de la membrana. Así como los parámetros que afectan la facilidad para que la 
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molécula del fármaco pueda moverse al interior lipofilico de la membrana. entre los cuales 

se encuentra: la liposolubilidad. el tamailo molecular y el grado de ionización."'7 

Para tratar de optimizar el cornponarniento de una sustancia activa que se administra 

por vía oral. también se debe lornar en cuenta la absorción y la disolución. Para que eslos 

dos parálnetros puedan modificarse mediante el uso de recursos quimicos., es necesario 

alterar las caracleristicas de liposolubilidad y solubilidad acuosa del principio activo.68 

Tomando en cuenta las consideraciones anteriores. se tiene como candidatos a la 

porción del modificador de los profánnacos a los ésleres. cuyos derivados son los 

profánnacos más conocidos debido a la cantidad de moléculas que contienen en su 

esb"Uctura un grupo carboxílico o hidroxilo. Además. la presencia de enzimas en el 

organismo capaces de hidroliz.ar la mayoria de los ésteres. los hacen Jos profánnacos de 

primera elección debido a la amplia distribución de esterasas y sus diferentes tipos. las 

cuales se pueden encontrar en san!:.>TC. higado. así como en otros órganos y tejidos.62 

En el caso de nuestros profá.nnacos. se espera que se disuelvan en Ja fase acuosa del 

contenido luminal del duodeno y posteriormente sean convertidos de profánnacos a 

fánnacos por las hidrolasas. las cuales se encuenttan unidas en la membrana de las células 

del intestino delgado (enterocitos). Figura 6. 169
•
70 

TESIS CON 
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FiRur• 6.1 Mecanismo propuesto para lo libcraciOn del fiinnaco a pan ir del profAnnaco. en la 
ccrcania del lwncn intcstinal.70 
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Entre las hidrolasas de los enterocitos,. se espera que las carboxilesterasas sean las que 

hidrolicen mayoritariamente a los profánnacos,. debido a que estas enzimas hidrolizan 

ésteres de diversos ácidos carboxilicos. Las carboxilesterasas,. provienen del citoplasma de 

los enterocitos y son liberadas después del da.no celular ocasionado al establecerse Giardia 

lamhlia. Una vez que el principio activo se cncuenb"C en solución,. es posible que pueda 

entrar al interior del parásito a través de difusión pasiva y lleve a cabo su acción 

giardicida. 70 

Además,. los esteres meh1icos,. etílicos y los de N.N-dietilacetamidas disminuyen la 

posibilidad de irritación gástrica. debido a que en diferentes estudios se ha visto que los 

profánnacos que contienen estos su."itituyentes son muy estables en soluciones acuosas en 

diferentes pH. 

Por lo anterior,. se cree que con estos modificadores se optimizará la acción giardicida 

de los compuestos y se disminuirán sus ef"ectos adversos. 

6.2 Sf11tesls dt! los COMpMt!SIOS 

Slnte:i;i.'> del Ácido 2-ftrjfluorometi/J-IH-hmcimidq;ql-5-cqrhqxílico (IJ 

Para la sfntcsis del compuesto 1 se utilizó la reacción clásica de formación de 

bcncimidazoles. en la cual se calienta a reflujo tma solución de o-fenilendiamina,. que en 

este caso fue el ácido 3.4 diantinobcnzoico en ácido trifluoroacético. dando como resultado 

la ciclación del anillo bencimidazólico. En esta técnica además se implementó la adición de 

HCI como catalizador y agua en relación 1 :2 con respecto a este ácido. Jo cuaJ mejoró el 

rendimiento de la reacción. ya que la presencia de protones en el medio favorece que el 

oxígeno del carbonilo del ácido trifluoroacético. así como el del acil derivado se protonen. 

provocando que el carbono sea más electroffiico,. ya que presenta una carga parcial positiv~ 

lo que favorece el ataque de los nitrógenos del ácido 3,.4 diaminobenzoico._ permitiendo asi 

el avance de la reacción (Fib~ª 6.2). Por otra pane el agua favorece la solubiJización del 

ácido 3,4 diaminobenzoico. e imposibilita que dicha materia se carbonice por el exceso de 

ácido. 
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o •¡¡>e 

HO~r:~ 
l.,,,_Jl- e,,, 

Figur11 6.2 f\.fccanismo de .-cacción propuesto para el compuesto J 

En esta síntesis también se observó que el exceso de ácido trifluoroacético fonna el 

contraión fluoroacetato en la molécul~ por lo que es necesario realizar varios lavados con 

agua y posteriormente neutralizar la solución y extraer. 

Slnte'Sj'O del 2-ftrifluoromefi/J-IH-hencifnidqzol-5-carhoxilqto de metilo C2J v del 2-

árifluorometjO-!H-hencimicJa;o/-5-carhoxilato de me11/q (3) 

Para Ja síntesis de Jos compuestos 2 y 3 se siguió un procedimiento publicado 

previamente~ en el cual se procede inicialmente a fonnar un anhjdrido~ ya que como es 

sabido los anhjdridos de ácidos son más reactivos que Jos ácidos carboxilicos en si. Para 

realizar este paso. se hizo reaccionar el compuesto 1 con 1.1-carbonildiimidazol. utilizando 

como disolvente cloruro de metileno; Ja reacción procede vía el ataque del grupo hidroxilo 

del Ácido 2-(trifluorometil)- I H-bencimidazol-S-carl>oxllico al carbonilo del 1.1-

carbonildiimidazol. dando como resultado el anhídrido 1 H-imidazol- l -carboxiHco-2-

(trifluoromctil)-lH-bcncimidazol-5-carboxílico más imida.zol. El punlo más critico de la 

reacción fue mantener en todo momento condiciones anhidras. ya que el 1.1-

carbonildiimidazol es altamente higroscópico. Por otra pane~ los anhidridos son fácilmente 

·--:~· ---- - ,,- .~=----i 
TI::c,10 : i '·."~ \ 

D~.l-~· · ... ~ J..t 
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atacados por el ab'lla .. por lo que en la reacción de esterificación fue necesario agregar 

metanol y etanol absoluto9 además de proseguir con condiciones anhidras (Figura 6.3). 

o o o 
N-=". (?,) _,_N ~ N"""N)l..,~ 
~rN.__} + ªJ' ~N>--CF3 - ~ L..)L)>-CF3 

~J. J. 
o© o 

Nó~~-i N'j-CF3 - CHJO~'j-CF, + No-H + CO, 

CH B 
CH3~()H 

J. J. 

Fisura 6.3 Mecanismo de Teacción propuesto para los compuestos 2 y 3 

En esta reacción también fue imponante realizar varios lavados con a~ ya que los 

subproductos de la reacción (Ácido 2-(trifluoromclil)- J H-bcncimidazol-S-carboxílico e 

imidazol) son solubles en ésta y nos pennite obtener un solo producto al final de la 

extracción. 

Con base en lo anterior .. se puede suponer que el rendimiento de la reacción está en 

función del correcto manejo de las condiciones anhidras que se le den a la reacción. 

Sinte.vi.v del 2-0rifluorometi/J-IH-hencimida;;ol-5-carhoxilato de 2-fdietilqminoJ-2:n;metilo 

Para la síntesis del compuesto 4 también se adaptó una técnica previamente publicada 

para esteres de glicolamidas~ esta síntesis procede vía una reacción de sustitución 

nuclcofilica de tipo SN2. La síntesis da inicio con el ataque del iodouro del KJ al carbono a 

del 2-cloro-N,N-d.ietilacetamid~ desplazando así al ión cloruro~ este paso se realiza con el 

fin de favorecer el ataque del hidroxilo del grupo carboxi1o del Ácido 2-(trifluoromctil)-lH

bencimidazol-S-carboxilico. al carbono a de la N.N-dietilacetamida.. ya que el iodo es 

mejor grupo saliente que el cloro. Una Vt;!Z formado el 2-iodo-N,N-dietilacctamida prosigue 
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la reacción de sustitución nucleofili~ en Ja cual el carboxilo in1eracciona con el carbono a 

de dicho compues10 desplazando al ión yoduro. En esta reacción se u1iliza como base 

trietilamina, para neutralizar la formación de HCJ y Hl (FibJUJ"a 6.4 ). 

Figura 6 ... Mecanismo de reacción propuesto paJ"a el compuesto 4 

A Ja técnica propuesta en la literatura se le hicieron dos modificaciones: en Jugar de 

utilizar dimetilfonnamida como disolvente se utilizó etilenglicol dimetil éler y tas 

extracciones realizadas se hicieron con cloruro de metileno en vez de acctalo de etilo; estos 

cambios se realizaron debido a los problemas que se presentaron duranle la obtención del 

compuesto, ya que al utilizar dimetilfonnamida como disolvente se dificultó su 

eliminación, por ser un disolvente miscible en agua y de alto punto de ebullición. En el 

caso de las extracciones con acetato de etilo~ se observó la fbnnación de una emulsión la 

cual no era posible romper, trayendo como consecuencia un descenso significativo en el 

rendimiento del compuesto. Por lo anterior, se procedió a probar con los disolventes antes 

mencionados, Jos cuales no presentaron los problemas de sus antecesores y proporcionaron 

mejores resultados. 

El lmico inconveniente observado durante esta síntesis fue Ja purificación del 

compuesto, ya que la recristalización con acetato de etilo provocó Wla gran disminución en 

el rendimiento del producto, lo cual se observó cuando ya había sido purificado todo el 

producto. En este caso .. no se probaron otros disolventes para la purificación debido a que 

se ob1uvo la cantidad suficiente para las pruebas siguientes. sin embargo es un punto 

imponantc que se debe considerar para sintesis posteriores. 
------- -------. 
lLSlS CJI-J 
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6. .J Caracterización de los co1np11estos si11h!dz.odos 

A continuación se detallan los datos espectroscópicos y espectrométricos que 

pcnnitieron caracterizar y corroborar las estructuras químicas de los compuestos 

sintetizados. 

6. 3.1 F . .,.pectrosconia de lnfi-qrroto 

En los espectros de infrarrojo (KBr/pastilla), se observó que las principales diferencias 

de Jos compuestos sintetizados se localizan en la región de ± 3000 cm-•, en la cuaJ 

encontramos las bandas que diíerencian a cada uno de los compuestos (Figura 6.5). 

3Dll9:>4 

Compuesto 1 

Compuesto3 Compuesto 4 

Fiaur• 6.S Región de ± 3000 cm-1 de los espectros de infrarrojo 
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Como muestra la Figura 6.5. el Ácido 2-(trifluorometil)- I H-bencimidazol-5-carboxílico 

mostró en esta región una banda de alargamiento a 3659.21 cm· 1
• característica del enlace 

N-H .. y a 3089.24 cm· 1 se observó una banda de estiramiento ancha (debido a la asociación 

por puente de hidrógeno), que corresponde al enlace 0-H. Para el caso del 2-

(triOuorometil)- t H-bencimidazol-5-carboxilato de merilo se apreció sólo una banda a 

3240.67 cm·1
, que corresponde a la absorción por alargamiento del enlace =C-H; sin 

embargo, esro no se observó para el 2-(trifluorometil)-I /-l-bencimidazol-5-carboxilato de 

etilo, ya que en esle caso se apreciaron tres bandas a 2985.63. 2912.29 y a 2853.21 cm·1
• 

características de metilos y metilenos; este comportamiento es debido aJ dif'erente nUmero 

de carbonos que presenta el etoxilo en comparación con el metoxilo. Para el 2-

(trifluorometil)-l H-bencimidazol-5-carboxilaro de 2-{dictilamino)-2-oxoetilo. se observó 

una banda a 3433.64 cm·1 que corresponde al enlace N-H del bcncimidazol y a 2978.79 cm· 
1 se estableció Ja banda de aJarga.Jtlienlo para carbonos saturados. 

Las otras seilaJes que se observaron en los espectros muestran ciena semejanza.. esto se 

debe a que los grupos f'uncionales del anillo bencimidazol son los mismos para los cuatro· 

casos y a que los compuestos son esteres. En la siguiente tabla se muesb"an las similitudes 

en el bandeo que existe entre dichos grupos. 

Tabla 6..1 Similitudes encontradas en Jos espectros de IR de los compuestos sintetiz.ados 
Banda de Banda de Banda de Banda de 

Compuesto estiramiento del estiramiento del esti.nuni.ento del estiramiento del 
enlace C=O enJace Ar-NH-R enlace enlace C-F. 

R-CO-OR 
1 1677.66 cm-1 1328.38 cm-1 1163.68 cm·* 
2 1697.39 cm·• 1321.95 y/ó 1193.41 cm·• 1146.90 cm·• 

1290.22 cm·• 
3 1722.71 cm·• 1327.87 y/ó 1192.62 cm·• 1138.52 cm·• 

1289.48 cm·• 
4 1719.09 cm·• 1322.13 y/ó 1187.73 cm·• 1132.46 cm·' 

1291.01 cm·• 

Algunas observaciones que se encontraron son: para el caso del compuesto l. la banda 

que se encontró a 1328.38 cm· 1
, no se sabe con certeza si corresponde al enlace Ar-NH-R ó 

si corresponde al enlace C-0. debido a los desplazamientos 1an sen1cjanrcs que se reportan 
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para ambos. Para el caso de la banda de estiramiento del enlace Ar-NH-R. se desconoce si 

ambas bandas pertenecen al enlace o sólo una de ellas. En el espectro del compuesto 4 se 

observó otra banda a 1623.54 cm·•. que corresponde al enlace -C=O-N<. siendo ésta la más 

distintiva para este compuesto. 

6.3.2 E.vpectro.ycopla de Revonancia Mamética Nuclear 

En los espectros de Resonancia Magnética Protónica,. los hidrógenos del anillo 

bencimidazólico fue.-on asignados de la misma fonna para Jos cuatro compuestos. ya que 

estos hidrógenos no sufrieron ningún cambio estructural. por lo que sus características se 

consideraron idénticas. 

En la Tabla 6.2. se muestran las similitudes que se encontraron en los espectros de 

RMN-1H entre los hidrógenos del anillo bencUnidazólico. que justifica que la asignación de 

Jos hidrógenos fuera la misma para los cuatro compuestos. 

T•bla fi..2 Similitudes encontradas en los espectros de RMN-1H.. entre los hidrógenos del 
anillo bencimidaz.ólico de los compuestos sintetizados 

Compuesto Número de Desplazamiento Cte. de Forma de la Integración 
hidrógeno químico acoplamiento seftal 

H-7 7.765 ppm 8.4 Hz Doble de dobles IH 
H-6 7.795 ppm 8.4Hz Doble de dobles 1 H 
H-4 8.304 ppm 0.9Hz Doblete IH 

2 H-7 7.84 ppm 8.4 Hz Doble de dobles IH 
H-6 7.96 ppm 8.4 Hz Doble de dobles 1 H 
H-4 8.30 ppm 0.9Hz Doblete IH 

3 H-7 7.775 ppm 8.7 Hz Doble de dobles 1 H 
H-6 7.96 ppm 8.7 Hz Doble de dobles 1 H 
H-4 8.294 ppm 0.9Hz Doblete 1 H 

4 H-7 7.83 ppm 8.4 Hz Doble de dobles 1 H 
H-6 8.01 ppm 8.7 Hz Doble de dobles 1 H 
H-4 8.35 ppm Doblete IH 

A Jos hidrógenos del anillo bencimidazólico se les asignaron los números 4~ 6 y 7 

tomando en cuenta las siguientes consideraciones; para la explicación se tomó como 

ejemplo al compuesto 1: 
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Si se nwnera la molécula como se muestra en la figura,. se observa que los 

hidrógenos del anillo bencirnidazólico corresponden a los números 4. 6 y 7. 

Los hidrógenos con desplazamiento qubnico 7 .965 y 7 .765 ppm fueron asignados 

como H-6 y H-7 respectivamente. debido a que el desplazamiento químico de H-6 

es mayor que eJ de H-7 por encontrase este en posición ono del sustituyentc 

carboxiJico. Además sus sei'lales mostraron una constante de acoplamiento idéntica~ 

las seftaJes para ambos son dobles de dobles (Fibrura 6.6) y estnJcturalmcnte se 

observó que los únicos hidrógenos que se pueden encontrar acopJados son éstos. 

~!l 
11 

• a.J.~ 1 
PP.:. 

H-6 

H-7 

1.1'9ta T.Tli§ pp1n 
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El hidrógeno con desplazamiento quimico 8.304 ppm se asignó como H-4,. debido a 

que esta seftal no se encuentra acoplada con ninguna otra,. y por mostrar un 

desplazamiento quimico más alto con respecto al de los otros hidrógenos. 

Como cabe esperar,. las principales diferencias que distin6=,.-uieron la estructura de cada 

compuesto corresponden a los distintos grupos funcionales que se encuentran en Ja 

posición S del anillo. En Ja Tabla 6.3. se muestran las senales más distintivas de los 

espectros de RMN-1H para cada compuesto: 

Tabla 6..3 Sei\a..les más distintivas encontradas en los espectros de RMN-1H para los compuestos 
sintetizados 

Compuesto 

2 
3 

.. 

Singulete ancho a 
carboxilico. 

Seft.aJes y caracterfsticas 
12.296 ppm,. que corresponde al hidrógeno del ácido 

Singu)ete a 3.871 ppm,. que conf'onna a los hidrógenos del metoxilo 
Triplete a 1.36 ppm y cuatriplete a 4.36 ppm. que corresponden 
respectivamente al metilo y al mctileno del grupo etoxilo 
Tripletcs a 1.018 y 1.16 ppm multipletc a 3.3 ppm, que pertenecen 
respectivamente a los metilos y metilcnos de la fracción CCMCff1bN-CO
CH2-0CO-. y singulete a 5.3 ppm. que confonna a los hidrógenos del 
metileno que a continuación se muesu-a seftalado -C0=Cl4~0-

Para el caso de la Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13. las asignaciones para 

los carbonos fueron dadas con base en desplazamientos teóricos. los cuales se calcularon 

con el programa ACO/Labs-CNMR; las asignaciones dadas por el programa se muestran en 

el siguiente espectro. el cual corresponde aJ compuesto 1. 
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Figura 6~7 Asignaciones dadas por el programa ACD/Labs-CNMR para RMN-llC del 

compuesto 1 

En los espectros de RMN-uC de los cuatro compuestos se encontraron las mismas 

observaciones que para RMN- 1H. por lo cual ya no se ejemplifican los resultados. 

6.3.3 Esnectrometrlq de ma.'Oas 

Las principales observaciones encontradas en los distintos espectros son: 

En todos los casos se observó que el ión molecular corresponde al peso motecuJar 

de los compuestos sinretizados. 

La cstnJctura más estable de los compuestos sintetizados corresponde al Ácido 2-

(trifluorometil)-l H-bencimidazol-5-carboxilico. ya que en el espectro esta 

estructura muestra al ión molecular como pico base. 

Para los compuestos 2. 3 y 4, se observó que en todos Jos casos el pico base 

corresponde a ta sib-uienle estructura 
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La porción ai\adida al Ácido 2-(trifluorometil)-1 H-bencimidazol-5-c.arboxilico. más 

inestable es Ja del N.N-dietilacetamida del compuesto 4. ya que en el espectro se 

observa que el ión molecular muestra una abundancia relativa del 1 %. 

En la crornatografia de gases acoplada en este estudio. se observó que los 

compuestos sintetizados se encuentran puros. ya que sólo se observó una banda bien 

definida en todos los casos. 

En los ensayos de solubilidad. tanto en agua desionizada como en solución 

amortib~dora de fosfutos pH 7 y fuerza iónica 0.6 M. se observó que la disolución máxima 

de Jos compuestos se alcanza a las 2 h .• ya que al comparar los resultados de los ensayos a 

las 2 h. con los de 24 h. observamos que los datos de concentración son muy semejantes. lo 

que indica que el equibbrio de disolución para estos compuestos fue alcanzado a las 2 h. y 

que después de éstas no es posible que se disuelvan mas. En estos datos también se observó 

que en algunos casos las concentraciones a las 24 h. eran menores que a las 2 h.; esto 

probablemente se debió a que en el ensayo no se homogeneizó el tamaño de partícula de los 

distintos compuestos. por Jo que Ja velocidad de disolución no es la misma entre ensayos; 

este hecho trae como consecuencia que haya algunos valores altos en las desviaciones 

estándar. 

El compuesto más soluble en el ensayo con agua desioniz.ada fue el compuesto 2; sin 

embargo se esperaba que el compuesto con Ja mayor solubilidad fuera el compuesto 1, 

debido a que éste tiene en su estructura un ácido carboxílico. el cual tiene una polaridad 

mayor y es capaz de formar puentes de hidrógeno entre el grupo carboxilo y el ag~ por lo 

~CON 7 ~RIGE;_ 
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que se esperaba que éstas características le confirieran mayor solubilidad. Lo anterior pudo 

deberse a que este compuesto fue el que presentó mayor variedad en su trunai\o de 

partícula. 

Para el caso de Jos compuestos 3 y 4. se observó que al aumentar el tamai\o del 

sustituyentc en la posición 5 del anillo bencimidazólico disminuye la solubilidad del 

compuesto. 

En el ensayo de solubilidad en solución amoniguadora de fosfatos pH 7 y fuerza iónica 

0.6 M, se observó que la solubilidad de los compuestos presenta el siguiente orden 

1 >2>3>4, el cual se esperaba por las caracteristicas de polaridad que muestran los 

sustituyentes de Ja posición 5. En este ensayo trunbién se observó que las concentraciones 

obtenidas son menores a las que se producen en el ensayo con agua dcsioniz.ada; esto se 

debe a Ja presencia de las sales en la solución amoniguadora, las cuaJes abaten su 

solubilidad; sin embargo esto no ocurre para el compuesto 1, ya que se observó que 

quintuplica su solubilidad, esto se debió a que el ácido carboxilico se cncuenb"a en su forma 

ionizada lo que le confiere mayor solubilidad. 

6.5 Estabilúlad de los profármacos en solMciones olftDrtW•adoras 

Tanto en la evaluación con solución aJDOrtiguadora de fosfatos pH 7 como con Ja 

solución amoniguadora de Tris (hid.roximetil)aminometano, HCI pH 8, se estableció que 

Jos compuestos son muy estables a estos vaJores de pl-L ya que si se observan las Tablas 6.4 

y 6.5, donde se muestran los resultados del % de absorbencia residual, se puede apreciar 

que Jos cambios son mínimos~ esta aseveración se corrobora con los resultados de tiempo 

de vida media obtenidos~ los cuales muestran que se necesita un gran número de horas para 

alcanzar la mitad de la concentración inicial de cada compuesto. 
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Tabla 6.4 % de absorbencia residual de los compuestos sintetizados al r-eahzar el estucho 
de estabilidad en solución amoni§U8dora de fosfatos pH 7 

Tiemp<> {h.) Compuesto 2 Compuesto 3 Compuesto 4 
0.5 91.6 % 94.8 % 86.5 % 

J 85.7 % 89.8 % 79.0 % 
1.5 81.7% 87.2% 74.6% 
2 79.6o/o 85.1% 71.9% 

2.5 78.1 % 84.0 % 69.4 % 
3 77.3 % 83.4 % 68.6 % 

Tabla 6.5 % de absorbencia residual de los compuestos sintetizados al reahzar- el estudio 
de estabilidad en solución amorti§U8dor-a de Tris (hidr-oximetil)aminometano: HCI pH 8 

Tiempe (h.) Compuesto 2 Compuesto 3 Compuesto 4 
o.s 89.8 % 92.7 % 92.0 % 

1 84.2 º/o 87.J % 85.1 % 
1.5 80.9 % 83.8 % 80.5 % 
2 78.8 % 81.3 % 77.6 % 

2.5 77.5 % 79.4 % 76.0 % 
3 76.5 % 79.J % 74.4 % 

De estos resultados. se determinó que el compuesto con mayor predisposición para 

liberar el principio activo es el compuesto 4. lo que puede atribuirse a su complejidad 

molecular. Los compuestos 2 y 3 mostraron distintos resultados en Jos estudios. es decir. en 

el estudio con solución amortiguadora de fosfatos pH 7. el compuesto 3 muestra 01ayor 

estabilidad que el compuesto 2. y en el estudio con solución amortiguadora de Tris 

(hidroximetil)aminometano, HCI pH 8, el compuesto 2 muestra mayor estabilidad que el 

compuesto 3; sin embargo este hecho no es significativo a nivel in vivo. ya que las 

esterasas. son enzimas capaces de hidroli.zar ésteres de diversos ácidos carboxilicos, sin 

importar el tam.ai\o molecular de éstos. 

Por otra pane. se detenninó que estas soluciones amortiguadoras son aptas para la 

evaluación de la liberación del principio activo frente a enzimas hidroliticas. ya que estas 

soluciones por si solas no degradan a los compuestos de una manera significativa 

(apr-oximada.mente 15% de degradación en 1 h.). por lo que se podrá apreciar de manera 

tangible el efecto que tienen éstas sobre los compuestos. 
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6. 6 Evaluación de la /JbeTaci611 del pTl11cipio activo fTente a enzima.s llidTolidcas 

En las Tablas 6.6 y 6. 7 se muestra el % de principio activo que se liberó de los 

compuestos 2. 3 y 4 bajo la influencia de las enzimas esterasa de hígado de cerdo y tripsina 

de páncreas de cerdo~ como se puede observar. la mayor influencia en la liberación del 

principio activo la tiene la enzima esterasa de hígado de cerdo. ya que los resultados que se 

obtuvicr-on al emplear esta enzima son mayores que cuando se emplea la enzima tripsina de 

páncreas de ce.-do; esto se debe a que todas las estructuras poseen grupos esteres en su 

composición. lo que hace que sean más susceptible~· a Ja hidrólisis por esta er.zima. La 

menor influencia de la enzima tripsina de páncreas de cerdo se debe a que ésta es una 

endopeptidasa que rompe de manera especifica enlaces peptidicos de aminoácidos básicos. 

de manera especial las uniones vecinas a la arginina y la lisina; por lo tanto. los esteres de 

los compuestos no son un blanco especifico de esta enzima; sin embargo tiene imponancia 

en este estudio. por ser una de las enzimas que se encuentra presente en el duodeno. lugar 

donde se localiza el hábitat de Giard1a /amb/la. 

T•bla 6.6 % de principio activo liberado de los compuestos por la presencia de Ja enzima cstcrasa 
de hipdo de cerdo. 

TiemJX> % Principio º/o Principio %Principio 
(min.) activo liberado activo liberado activo liberado 

del com~sto 2 del comeuesto 3 del comeuesto 4 
o 0.0000 0.0000 0.0000 
10 1.6903 5.8006 
20 0.9554 2.4786 9.7740 
30 2.7796 4.1537 13.7473 
40 4.0200 6.6171 16.3697 
so 5.1875 7.7995 20.3430 
60 6.4279 9.0805 22.3296 
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T•bl• 6.7 % de principio activo liberado de los compuestos por la presencia de la enzima tripsina 
de páncreas de cerdo 

Tiempo % Principio º/o Principio o/o Principio 
(min.) activo liberado activo liberado activo liberado 

del compuesto 2 del compuesto 3 del compuesto 4 
o 0.0000 0.0000 0.0000 
10 0.6934 0.8221 3.4664 
20 1.3804 1.7493 5.9447 
30 1.9815 l. 7493 8.4230 
40 2.5827 2.6765 9.6997 
50 3.0979 2.6765 11.5772 
60 3.6132 3.2561 12.8539 

Al igual que en la evaluación anterior~ se observa que el compuesto 4 es el profármaco 

que libera la mayor cantidad de principio activo; sin embargo su tiempo de vida media es 

alto con respecto aJ tiempo de .-esidencia que tienen los fánnacos al nivel de duodeno y 

yeyuno, el cual varia de 1 -3 h. 

Pese al punto anterior, se espera que este tiempo de vida media disminuya in vivo. ya 

que tanto las enzimas corno los distintos valores de pH de los dif"crenles segmentos del 

aparato digestivo actuarán de manera conjtmta sobre el compuesto, por lo que se espera que 

el principio activo sea liberado en menor tiempo y haya suficiente cantidad para absorberse 

en el duodeno y yeyuno. También se espera que estas condiciones fisiológicas mejoren el 

tiempo de vida media de Jos compuestos 2 y 3, los cuales son mucho mayores que los del 

compuesto 4, y tengan tma posibilidad de ser empleados como profá.nnacos. 
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7. Conclusiones 

Las sfntesis de los compuestos propuestos se obtuvieron en general con 

buenos rendimientos; en todos Jos casos se obtuvieron sólidos f"áciles de 

puriítcar por recristaJización y con puntos de fusión y Rf cromatográfico bien 

definidos; sólo en el caso del compuesto 4 se requiere optimizar el método de 

purificación. ya que el que se realizó en el presente trabajo no es adecuado. 

debido a que disminuye considerablemente el rendimiento del producto. 

En todos los casos se logró establecer la estructura química de los compuestos 

sintetiz.ados. mediante el análisis de Jos datos espectroscópicos y 

espectrométricos. 

Respecto a la solubilidad de los compuestos. tanto en agua desionizada como 

en solución amortibJUadora de fosfatos pH 7 y fuerza iónica de 0.6 M. se 

observó que las concentraciones alcanzadas por los compuestos en estos 

medios son mayores que las del albendazol (4.3 µg/mL). con lo cual estos 

compuestos pueden mejorar Ja biodisponibilidad in vivo. Además, se observó 

que el tiempo máxiJno de disolución es de dos horas. por lo cual los 

compuestos estarán en solución cuando lleguen a la mucosa del duodeno y 

yeyuno y se facilitará el transpone de éstos a través de las membranas. 

En Ja evaluación de la estabilidad de tos compuestos en soluciones 

amortiguadoras. se observó que éstos se componan de manera estable ante 

estos valores de pf-L por Jo cual estas soluciones amortiguadoras son 

candidatas para Ja evaJuación de la liberación del principio activo frente a 

enzimas hidroliticas. 

Un punto interesante .. que podria estudiarse posteriormente con esta prueba de 

estabilidad. es la demostración de la estabilidad de los compuestos aJ pH del 

estómago. y con esto comprobar que efectivamente no van a causar dafto a la 

mucosa gástrica. 

En la evaluación de la liberación del principio activo frente . a enzimas 

hidroliticas. se observó que sólo el compuesto 4 tiene posibilidades de liberar 

el principio activo. en el tiempo de residencia que tienen los fármacos al nivel 
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de duodeno y yeyuno. et cual varia de 1-3 h. Los compuestos 2 y 3. debido a 

que presentaron tiempos de vida media muy grandes, no son profánnacos 

atractivos para la terapéutica de esta enfennedad. Sin embargo. antes de 

descartarlos. es necesario comprobar que estos compuestos no presenten 

actividad per se. ya que en este caso podrían convenirse en compuestos 

interesantes. si consideramos que el grupo ester que se aftadió a Ja molécula 

podría facilitar no sólo el transpone a ITavés de las membranas de duodeno y 

yeyuno. sino también la difusión a través de las membranas de G1ardia 

Jamhlia. además de reducir el riesgo de irritación gástrica. Por lo anterior .. 

estos compuestos se están probando actualmente contra Giardia Jamhlia in 

vitro. en el HospitaJ de Pedialria del Centro Médico Siglo XXI del IMSS. 
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Apéndice A 

Apéndice A. Procedimientos experimentales 

lnstr111nentación 

La regulación de la abrilación llevada a cabo durante la sintesis de los compuestos se 

reaJizó mediante parrillas Corning modelo PC-220. 

La regulación de la temperatura de las canastillas de calentamiento utilizadas en las 

sintesis de los compuestos~ se realizó ¡:x>r medio de W1 regulador de voltaje Staco Energy 

Products Co .• tipo 2 PF 1010. 

Para concentrar las soluciones se empleó un rotaevaporador Büchi modelo R-1 14~ con 

bailo BUchi modelo B-480 y condensador marca VWR Scientific modelo 1 107 .. acoplado a 

una bomba de vacío marca GAST modelo 0523-V4F-G582DX. 

Los puntos de fusión se detenninaron en un aparato Büchi modelo B-540 usando 

capilares abienos. Los puntos de filsión no están corregidos. 

Para las pruebas de solubilidad en agua desionizada y en solución amoniguadora de 

fosfatos pH 7 y fuerza iónica 0.6 M.. se utilizó un tennomezclador marca Eppendoñ 

modelo R. 

Las determinaciones espcctrofotométricas realizadas para las pruebas de solubilidad. 

estabilidad de los profánnacos en soluciones amortiguadoras y evaluación de Ja liberación 

del principio activo frente a enzimas hidroliticas se realiz.a.ron en un espectrofotómetro 

marca Shimadzu modelo UV-1601. 

Croma1ografia 

El monitoreo de las reacciones y la pureza de los compuestos se analizaron por 

cromatografia en capa fina. utilizando placas de vidrio cubienas con gel de sílice 60 GFis4 
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(Merck). Para visuali:zar los cromatogramas se empleó una lámpara de luz ultravioleta 

marca UVP lnc.~ modelo UVGL-25. Las fases móviles empleadas fueron: 

CJorofonno/Acetona/Éter de petróleo/Ácido acético (10:6:15:0.6) y Cloroformo/Mctanol 

(95:5). 

Reactivos y disolventes 

En Ja siguiente tabla se muestran los reactivos y disolventes ocupados durante el 

desarrollo del trabajo experimental. asi como las marcas a las que corresponden. 

Tabla A 1 Reactivos Y disolventes empleados en el trabajo experimental 
Reactivos y disolventes Marca 

Acido 3,4-dtaminobenzoico Aldrich 
Ácido trifluoroacético J. T. Bakcr 

Ácido clorhídrico J. T. Bakcr 
1 .1-Carbonild.iimidazol Aldrich 

2~loro-N.N-dietilacetamida Aldrich 
Mctanol J T. Bakcr 
Etanol J. T. Bakcr 

EtilenglicoldimetilÉtcr AJdrich 
T.-ictilamina J. T. Bakcr 

Cloruro de metilcno J. T. Bakcr 
Benceno Técnica Química 
Tolucno J. T. Baker 

Acetato de etilo J. T. Bakcr 
Acetonitrilo Merck 

Carbón activado Hycel de México 
Yoduro de potasio Merck 
Cloruro de potasio Sigma 
Cloru.-o de calcio Merck 

Carbona10 de sodio Barsa 
Sulf"ato de sodio anhidro J. T. Baker 

Na2 HPO. H~ Merck 
Na2HPO. l 2H20 Merck 

Tris (hldroximctiJ)amoniometano Phannaceuricals Chemlcalls 
Aceta lo de 4-nitrofenol S 1gma 

Nu-benzo1l-DL.-argmato de 4-nitroanilida Sigma 
Estcrasa de hígado de cerdo Aldrich 

Tnpsina de páncreas de cerdo S1gnia 
AlbUmma bovina Sigma 
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Sfntesis del Ácido 2-(trf/IMorollffl!ti/)-/ H-bencúnida:w/-S~a,boxf/ú:o 

En un matraz bola de 250 mL de una boca. equipado con magneto. se colocaron 5 g 

(0.0329 moles) del ácido 3,4 diaminobenzoico, 25 mL de HCI concentrado y 1 O mL de 

agua.. los cuaJes se agitaron hasta que se observó WJa solución homogénea. Posterionnente 

se adicionaron S mL (0.0673 moles) del ácido trifluoroacético y se adaptó al matraz un 

refrigerante de a1:.,~a en posición de reflujo; la mezcla de reacción se calentó con una 

canastilla de calentamiento a reflujo durante 24 h. con agitación constante. 

Una vez transcurrido el tiempo._ se dejó enfriar la mezcla de reacción a temperatura 

ambiente; Ja emulsión fonnada se filtró aJ vacio en un matraz de vidrio poroso y después se 

lavó varias veces con agua. 

El filtrado se llevó a pH 7 con carbonato de sodio y se extrajo con acetato de etilo (3 x 

100 mL); las fases orgánicas se jwitaron y secaron con sulfato de sodio anhidro y 

posterionnente se concentraron a presión reducida. El sólido obtenido se juntó con el 

anterior y se secaron al vacío. 

Para la purificación del producto se realizaron varias decoloraciones con carbón 

activado al 5%. en las cuales se procedió a disolver el pnxfucto en metanol y después se 

agregó el carbón activado; la solución se calentó a ebullición durante 30 min. con agitación 

constante. Transcunido el tiempo. se filtró Ja emulsión en un embudo de vidrio poroso y 

posterionnentc se concentró a presión reducida; el sólido obtenido se secó al vacío. 

El pruducto final se observó como un sólido rosado muy f"mo .. cuyo rendimiento fue del 

68.6%; presentó un punto de fusión de 276.7-278.2 ºC y un Rfcromatográfico de 0.2 con 

la fase móvil Clorofonno/Acetona/Éter de petróleo/Ácido acético (10:6: 1 S:0.6). 
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Sltttesis del 2-(trlfluorometil)-111-lu!ttcitttidazol-S-carboxilato de -

En un matraz bola de 100 mL de dos bocas. adaptado con un refrigerante de agua en 

posición de reflujo unido a una trampa anhidra. con un tapón de hule y equipado con 

magneto. se colocaron 2 g ( 0.0087 moles) del Ácido 2-(trifluorometil)-IH-bencimidazol-

5-carl>oxilico, 2.1 g (O.O 13 moles) de 1.1-carbonildiimidazol y 20 mL de cloruro de 

metiJeno. La mezcla de reacción se calentó a reflujo con una canastilla de caJentamicnto 

durante 2 h. con agitación constante. 

Transcunido el tiempo. se dejó enfriar la mezcla de reacción y se agregó con jeringa 0.4 

mL {0.009 moles) de metano) absoluto y se dejó en agitación constante durante 72 h. a 

temperatura ambiente. 

Posterionnente se agregaron a la mezcla de reacción 20 mL de cloruro de metileno y se 

lavó con agua (S " 20 mL). La fase orgánica se secó con sulf'ato de sodio anhidro y 

concentró a presión reducida. 

El sólido obtenido se recrista1ízó de tolueno. del cual se obtuvo un sólido fino de color 

blanco cuyo rendimiento fue del 48.3%; presentó un punto de fusión de 163.8-167.S °C y 

un Rf cromatográfico de 0.43 con la fase móvil Clorofonno/Acctona/Éter de 

petróleo/Ácido acético ( 10:6: 15:0.6). 

81 



Apéndice A 

Sintesis del 2-(trUluoro-nJ)-1 H-bencúnidazol-5<arboXllato de ni/o 

En un matraz bola de 100 mL de dos bocas. adaptado con un r-cfrigerante de a!,..-Ua en 

posición de reflujo unido a una trampa anhidra. con un tapón de hule y equipado con 

magneto, se colocaron 2 g ( 0.0087 moles) del Ácido 2-(trifluorometil)-IH-bencimidazol-

5-carboxilico, 2.1 g (0.013 moles) de 1.1-carbonildiirnidazol y 20 mL de cloruro de 

metileno. La mezcla de reacción se calentó a reflujo con una canastilla de caJcntaJnienro 

durante 2 h. con agitación constante. 

Transcurrido el tiempo, se dejó enfriar la mezcla de reacción y se agregó con jeringa 0.5 

mL (0.009 moles) de etanol absoluto y se dejó en agitación constante durante 72 h. a 

temperatura ambiente. 

Posterionnente se agregaron a la mezcla de reacción 20 mL de cloruro de metileno y se 

lavó con agua (5 x 20 mL). La rase orgánica se secó con sulfato de sodio anhidro y se 

concentró a presión reducida. 

El sólido obtenido se recr:istalizó de benceno, del cual se obtuvo un sólido fino de color 

blanco cuyo rendimiento fue del 39.8%; presentó un punto de fusión de 142.7-144.4 ºC y 

un Rf cromatográfico de 0.49 con Ja rase móvil Clorof'ormo/Acetona/Éter de 

petróleo/Ácido acético (10:6:15:0.6). 
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Sfntesis del 2-(trlfl11orometil)-lll-benc'-itlazol-S-carboxilato d~ 2-(didila,,,;,.o)-2-

oxoetilo 

En un matraz bola de 100 mL de WJD boca .. equipado con magneto,. se colocaron 2.3 g 

(0.01 moles) del Ácido 2-(lriHuoromctil)-IH-bencimidazol-5-carboxilico. 1.4 mL (0.01 

moles) de 2-cloro-N.N-dietilacetamida, 1.4 mL (0.01 moles) de lrietilamina. 0.166 g (0.001 

moles) de KI y JO mL de etilcnglicol dimctil eter. La mezcla de reacción se dejó en 

agitación constante durante 24 h. a temperatura ambiente. 

Tenninado el tiempo de reacción .. se filtró la emuJsión formada y se agregaron 40 mL 

de clan.aro de metileno; posteriormente se reaJizaron lavados con carbonato de calcio (2 x. 

20 rnL) y agua (3 x 20 mL). La fase orgánica se secó con sulfato de sodio anhidro y se 

concentró a presión reducida. 

El sólido obtenido se recristaJizó de acetato de etilo y se obtuvieron cristales de color 

blanco cuyo rendimiento fue del 22.9%; presentó un punto de f'"usión de ISl-153 °C y un R.r 
cromatográfico de 0.37 con la fase móvil Cloroformo/Metano! (95:5). 
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Deterlflinoción de la lo1tgiald de onda lnáxilfla 

Para esta detenninación se hicieron soluciones stock 0.001 M de los cuatro compuestos 

sintetizados,. para las cuales se pesaron lo correspondiente a 0.0001 moles de cada 

compuesto y se disolvieron en 100 mL de metanol absoluto; posterionnente se hizo la 

detenninación espectrofotométrica para cada uno. 

250.0 300.9 350.0 400.0 
WAVELENG1lf ln•J 

Barrido del Ácido 2-(trifluoromctil)-IH
bencimidazol-5-carboxilico 

o t : \ ~ ··;·:í~1~'""'~ ' . 
1.50. ---;-l 
1.00~' . ¡ 

' . ·\ i 
e.se ------+\· ; 

t 1 1 ! \ I 
o.ea 

200.0 250.0 300.0 358.0 
WAVELENGnf (n•J 

490.0 

Borrido del 2-(trifluoromctil)-tH-'bencimidazol
S-carboxilato de etilo 

4AO.a 

Barrido del 2-(trifluorometil}-t H-bcncimidazol-
5-ca.rboxilato de metilo 

:·:::~¡"'""" --f.---·-·---L---·i 
:::: ~:.i~c=~-----=~ 
1.BB --¡-·-·-}\:. ------¡----¡ 
o.so ---:--······-··-··:-· ----.---·---..., 
0.00 : : i 

200.fl 259.P 300.0 350.l~ 400.ll 
WAVELENGlli ( n•] 

Barrido del 2-{trdluoromctiJ)-IH-bcncimidazol-
5--carbox:ilato de 2-(dietilamino)-2-oxoetilo 



De Jos barridos anteriores se obtuvieron los siguientes resultados 

Compuesto 

1 
2 
3 .. 

A.max. 
291.0 
294.5 
292.5 
293.5 

Abs. 

1.673 
1.808 
1.977 
2.127 

Apéndice A 

C11rva de caUbración del Ácülo 2-(trifbwromdil)-I H-bencimldazol-S-carboxllú:o 

Longitud de onda de lectura: 291 nm Solución patrón 23400 µg/mL ( 1000 µM) 

Concentración µM 
0.0159 
0.0318 
0.0636 
0.1272 
0.2543 

Concentración µ§/mL 
3.6563 
7.3125 
14.625 
29.250 
58.500 

Curvll de caUbnctón dol .,_.., 1 

Absorbencia 
0.197 
0.242 
0.374 
0.629 
1.136 

1.2 ~----------------..,,.--~ 
1 __y_= 3.97<4Sx +o 1239 

R 2 =0.9997 

j ::l-~----j 
o.• 

0.2 1~ .... "'------------------l 

o 005 0.1 0.15 0.2 025 03 

Coiwwwo•a:Jdc• ~M 

EJ cálculo de E (absonividad molar) se realizó mediante la ecuación de Lambert

Becr 

A= e 1 [concentrnción] 
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donde A es la abso.-bencia. 1 es la longirud de la celda ( 1 cm) y e es el coeficiente de 

absonividad mola.-. Después de ajusrar los vaJo.-es con mínitnos cuadrados se obtuvo un 

valo.- de & = 3.9745 µM"" 1 cm·' 

Curva de caUbració11 del 2-(trU111oroMetil)-lll-be11cimidazo/-S-carboxi/ollO de ,.,,,tilo 

Longirud de onda de lectura: 292 nm Solución patrón 24700 µg/mL ( 1000 µM) 

Concentración uM 
0.0158 
0.0316 
0.0633 
0.1265 
0.2531 

Concentración µs/mL 
3.8594 
7.7188 

15.4375 
30.8750 
61.7500 

Absorbencia 
0.257 
0.291 
0.391 
0.614 
1.029 

1.2 ~-------------------~ 

J:~~-
02 

o.1----------~--------_. 
o 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 

Después de ajustar los valores con mínimos cuadrados se obtuvo un valor 

de c=3.3016µM"1 cm·• 
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C•rva de cali1Jració11 del 2-(trift•orollttl!liJ)-l ll-6e11cbrúdaz.ol-S-carboxilato de ni/o 

Longitud de onda de lectura: 294 nm Solución patrón 25000 µg!mL ( 1000 µM) 

Concentración µM 

0.0151 
0.0303 
0.0606 
0.1211 
0.2422 

Concentración µg/mL 

3.9063 
7.8125 

15.6250 
31.2500 
62.5000 

Absorbencia 
0.231 
0.336 
0.514 
0.928 
1.492 

18,----~~------~--~-----, 

1.8 
1.4 __ L"_~s:~~~'s773 

1 ~-·; j--------,~t#"=-------------1 1 0.6 1-----....,.-:..__ _______ _ 
0.4 -l--::;-"""=------------------1 
0.2 1~r-------------------

005 0.1 0.15 02 025 03 

Con~8Ci6n µM 

Después de ajustar los valores con núnimos cuadrados se obtuvo W1 valor 

de e= 5.57 µM" 1 cm·' 

Curva de calibraclótt del 2-(lrl.f111ora-)-IH-Ñ1tc/midaull-S-carboxlllllo de 2-
(dletilamino)-2-oxodilo 

Longitud de onda de lectura: 293 run Solución patrón 34300 µg!mL ( 1000 µM) 

Concentración µM 

0.0078 
0.0156 
0.0313 
0.0625 
0.1250 
0.2500 

Concenuación eg/mL 
2.6797 
5.3594 
10.7188 
21.4375 
42.8750 
85.7500 

TESIS 
FALLA DE 

Absorbencia 
0.158 
0.220 
0.306 
0.468 
0.784 
1.350 

CON 
ORIGEN 
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Curv• de I• c.-Hb ... clón del contpUeato • 

o 0.05 01 0.2 0.25 0.3 

Después de ajustar Jos valores con mínimos cuadrados se obtuvo un valor 

de e= 4.8775 µM"'1 cm~• 

PTeparació11 de las soblclolU!S aat0niguadoras 

Solución amortiguadora de forfatos pH 7 v füerza iónicq de O 6 M 

Para la preparación de esta solución aD1ortiguadora se pesaron 7.164 g (0.02 moles) de 

Na2HPO .. ·12 H20 y 2.76 g (0.02 moles) de NaH2PO• · H20, los cuales se colocaron en un 

mortero y se trituraron finamente; postcrionnente se colocaron en un vaso de precipitados 

1 SO mL9 en el cual se agregaron 3.8909 g de KCI para ajustar la fuerza iónica. Para facilitar 

la disolución, en este mismo vaso se adicionaron SO mL de agua destilada y se agitó 

vigorosamente hasta su disolución total~ después la solución se trasvasó a un matraz 

aforado de 100 mL y la solución se llevó al af'oro con 3b-u.3 destilada. 

El c:ilculo de la fuerza iónica (µ)se realizó con la siguiente fónnula: 

µ = 'h · [Xi)(r) + [M,·Jcz2> + ... + [X.J<z2> + [M. ·1cz') 

donde [ ] es la concentración molar de la especie iónica y (z) es el valor de su carga. 

TESIS CON 
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Solución amortiguadora de fi>."lfatos pH 7 

Para la solución amortibY\Jadora de fosfatos pH 7 se panió de las soluciones patrones de 

Na2HP04 ·12 H20 0.2 M (7.164 g de Na2HPO. ·12 H20 en 100 mL de agua destilada) y 

NaH2PO• · H20 0.2 M (2.76 g de NaH2PO• · H20 en 100 mL de agua destilada). de las 

cuales se lomaron 18.8 mL de la solución Na2HPO• · 12 H20 0.2 M y 31.3 mL de la 

solución NaH2P04 • H20 0.2 M. se colocaron en un matraz aforado de 100 mL y la 

solución se llevó al aforo con agua destilada. 

Solución amortiguadora de Tris (hidroximetilJaminometano HCI pH R 

Para la preparación de esta solución amortiguadora. previamente se preparó una 

solución de HCI 0.04 M (0.3 mL de HCI al 37.9"/o en 100 mL). de la cual se tomaron 11.7 

mL y se colocaron en un vaso de precipitados de 1 SO mL; posterionnente fueron colocados 

en este mismo vaso 0.4846 g (0.004 moles) del Tris (hidroximetil)aminometano. 0.1776 g 

(0.0016 moles)de CaCI,. y SO mL de agua destilada; se agitó vigorosamente hasta 

disolución y después la solución se trasvasó a un matraz aforado de 100 mL y la solución se 

llevó al aforo con agua destilada. 

Eva/Macló1W de la capacidad de lr/dr611sls .,,.zJMddca de la esterasa d"' Ir/godo de cerdo 

HidrólL"li."I del acetato de 4-nitrotenol 

Antes de ser utilizada la enzima esterasa de hígado de cerdo. se evaluó su capacidad de 

hidrólisis enzimática. Para esta determinación se utilizó como sustrato acetato de 4-

nitrofenol. del cual se pesaron 18.1 mg (0.0001 moles) y se disolvieron en 1 mL de 

acetonitrilo; posteriormente la solución se llevó a un aforo final de 100 mL con agua 

destilada. 

La dc1enninación se evaluó cspectrof"otométricamenre. para la cual se ajustó el 

cspcctrof'otómelro a 405 nm y a O.O de absorbencia con un blanco que contenía 0.9 mL de 
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la solución de acetato de 4-nittofenol y 0.1 mL de solución amortiguadora de fosfaros pH 7. 

los cuales se mezclaron por inversión. Para Ja evaluación de la hidrólisis se colocó en otra 

celda de metacrilaro las mismas porciones de las soluciones del blanco y 1 00 µL de la 

solución patrón de la enzima,, los cuales también se mezclaron por inversión; la liberación 

del 4-nitrofenol se monitoreo por 5 min. 

3.b~1 TESIS CON 

¡;~~~_;;~~~-;} _j FALLA DE OPJGEN 

e.e 5e.e lee.e 150.0 200.e 250.0 s0e.0 
TIME [sec] 

Liberación del 4-nitrof"cnol por la hidró:isis enzimática 
de la csterasa de hígado de ccrdo 

EvalMoció111 de la capacidad tk ltidrólisis enz/11114dco de lo tripslll/O de pálllcrras de cerdo 

Hidrófi.ti.v del N,ehen;;oi/-DI -arei,,ato de 4- nitroqnilidq fBAPNAJ 

El p..-ocedimiento utili7..ado para esta evaluación fue el mismo que se utilizó en la 

evaluación de la capacidad de hidl"ólisis enzimática de Ja esterasa de hígado de cerdo; las 

únicas variantes fueron que en este ensayo se utilizó como sustrato NQ-benzoil-DL-arginato 

de 4- nitroanilida (BAPNA). del cual se pesaron 43.S mg (0.0001 moles) y se disolvieron 

en t 00 mL de agua destilada. La otra varianle fue que la solución amoniguadora que se 

ocupó en esta evaluación fue el Tris (hidro.ximetil)aminornctano. HCI pH 8 en Jugar de 

solución amortiguadora de fosfaros pH 7. Las lecturas se realizaron a 4 1 O nm. 
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'·"IT+·+·i ··:·1 
::::CJ~1----¡-:--1 
0.00[::C l i i -

o.e 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0 s00.0 
TIME [sec] 

Liberación de la 4-nitroanaJjda por la hidrólisis 
enzimática de Ja tripsina de páncreas de cerdo 

Apéndice A 

Para este ensayo se utilizó el kit BlO..RAD® (catalogo 500-0002), el cual utiliza el 

método de Bradford para la cuantificación de proteínas totales. La detenninacióo se realizó 

como se indica a continuación: 

Se preparó una solución del colorante 810-RAD®. para la cual se utilizaron 25 mL de 

este y disolvieron en 100 rnL de agua destilada. Para la remoción de partículas suspendidas 

la solución se pasó por un papel filtro Whatman # 1 . 

Posterionnenle se preparó una solución patrón de aJbúmina para Ja cual se pesaron SO 

mg de la proleina y se disolvieron en 25 mL de agua destilada. A partir de es~ se 

prepararon S soluciones con concentraciones de 0.3 .. 0.4. 0.5. 0.6 y 0.7 mglmL para reali7.ar 

la curva patrón; por lo que se tomaron 1.5. 2.0. 2.S .. 3.0 y 3.5 mL de la solución patrán y se 

aforaron a 1 O mL cada una, con agua destilada. 

En series de tres tubos de ensayo se colocaron 60 µL de cada una de las soluciones 

anteriores. así como de las soluciones patrones de las enzimas, posterionnente se agregaron 

·~SIS CON 
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3 mL de la solución del colorante BIO-RAD® en cada tubo~ los cuaJes se agitaron en un 

tennomezclador durante 1 min. a temperatura ambiente. 

Las muestras se leyeron a 595 nm en celdas de metacrilalo de 1 cm de longitud y 1 .5 

mL de capacidad. 

Concentración Absorbencia Absorbencia Absorbencia 
m mi 

0.3 0.605 0.613 0.62 
0.4 0.676 0.668 0.661 
0.5 0.747 0.707 0.699 
0.6 0.754 0.798 0.783 
0.7 0.899 0.872 0.1163 

1.0 ~------------------~ g:: <----------------~-= 

j ~.~+------~---------! 0.5 -t--------------------i 
~:~ !:::::•::=::::;o.~6«l~:_:':';•;';•;:oc;;.4•_10::7.:=-::::::::::::::::::::j 
0.2 -f----~R~•·-=~0~9~7~83~--------------j 0.1 -t---------------------i o.o .._--------------~-----' 

o 0.2 04 0.6 o.e 
C:CW.::.ntr8ddn mgfntL 

Los datos de )as muestras de las enzimas se presentan a continuación: 

Promedio 

0.6127 
0.6683 
O. 7177 
0.7783 
0.8780 

Enzima Abs. Concentración (mg/mL) 
Solución de esterasa de 

hígado de cerdo 
Solución de bipsina de 

páncreas de cerdo 

0.622 

0.650 

TESIS 
FALLA DE 

0.3298 

0.3735 

CON 
ORIGEN 
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Apéndice B. Espectros 

lnstr11ll'fl!nlación 

Los espectros de infrarrojo (IR) se elaboraron en un espectrofotómetro Perkin-Elmer de 

transformadas de Fourier modelo FT-IR 1605 en pastilla de b.-omuro de sx>tasio. 

Los espectros de resonancia magnética p.-otónica (RMN- 1 H) se realizaron a 300 MHz y 

los de resonancia magnética de carbono 13 (RMN- 13C) a 75 MH~ en un espcctrofotómetro 

Varían modelo Unity [nova.. usando como disolvente dimetilsulfóxido (DMSO-d6 ) y 

tetrameti1silano como referencia interna. 

Los espectros de masas se hicieron en un espectrómetro Jeol modelo SX-102 A. Todas 

las muestras se introdujeron por cromatografia de gases. para lo cual se utilizó un 

cromatógrafo Hewlett Packard modelo 5890 Serie U. El método de ionización fue impacto 

electrónico a 70 eV. 
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