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"AcOEt Acetato de Etilo DMF Dimetilformamida
'NOESY  Efecto Nuclear Overhauser - DMSO | Dimetilsulfoxido
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_____________________________________________________________ EMAR Espectrometria de Masas de
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............................. EM/ES Espectrometria de Masas
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constante de disociacion EM/IE Espectrometria de Masas
W Ulravioleta oo Impacto Electronico
_____________________________________________________________ Rf Factor de retencion
ccf Cromatografia en Placa Fina
_____________________________________________________________ Lb/in? Libras sobre pulgada cuadrada
4 Logaritmo  negativo de [
P concentracién de protones eq Equivalentes
'DE  Desviacion estandar 9 Gramos
'EE  Erorestandar h Horas
d Sefialdoble Hz Hertz
IR Infrarojo
dd Sefial doble de dobles :
T seraltiple J  Constante de Acoplamiento
IES  lonizacion electrospray M Molar
‘DCM  Diclorometano M* lon Molecular
H2SOs Acido sulfarico mmol milimoles
"HNOs Acido nitrico S Sefial simple
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RESUMEN

En este trabajo se presenta la sintesis, determinacion de solubilidad y estabilidad acuos:
hidrdlisis con fosfatasa alcalina, y las evaluaciones de actividad fasciaticiieo e in vivo de dos
profarmacos derivados del compuesto d#&R-33) y triclabendazolNIFR-34). Cada derivado se
obtuvo como sal de fosfato en mezclas de regioisémeros. Los profarmacos fueron disefiados con
sales hidrosolubles usando un grupo ionizable fosfonooximetilo agregado en el atomo de nitrégen:
del anillo de imidazol, con el objetivo de disminuir las interacciones intermoleculares, aumentar la
solubilidad acuosa e incrementar la biodisponibilidad, de tal manera que se favoreciera la
administracion parenteral. La solubilidad acuosa se incrementd sustancialmente de 0.00026
0.00024 mg/mL a 20.67 y 21.12 mg/mL pai&R-33 y MFR-34, respectivamente, esto es, se
aumento6 79,500 y 88,000 veces en comparacion a sus compuestos precursores.NIBR s28eg
MFR-34 mostraron estabilidad acuosa (>95% después de 26 horas) a pH 1y 7.4, lo que es ide:
para la formulacion parenteral desde un punto de vista fisiologico, ademas fueron hidrolizadas
enzimaticamente por fosfatasa alcalina para liberar a sus compuestos precursores. Se evalud
actividad fasciolicidan vitro del profarmacdMFR-33 contra metacercarias recién desenquistadas,

a concentraciones de 10 y 50 mg/L. A 50 mg/L y 24 h, el profarmaco demostré una eficacia
fasciolicida de 100%, a una concentracion de 10 mg/L esta eficacia fue de 95.83% a las 24 y 48 |
obteniendo 100% de eficacia hasta 72 horas post-tratamiento. El profaARRe83 se evaludn

vivo en ovinos contra fasciolas adultas de 10 semanas de edad por via oral, intramuscular
subcutdnea. Los mejores resultados se obtuvieron en la dosificacibn por via intramuscular
observando una eficacia del 87.8% a una concentracion de 4 mg/kg, demostrando una reduccion
casi cuatro veces la dosis administrada por via oral del compuesto precursor, el cual normalmente :
administra a 15 mg/kg en forma de suspension obteniendo una eficacia similar. Debido a los
resultados obtenidas vivo del profarmacdVFR-33, se decidio evaluar BIFR-34 solo por via
intramuscular a concentraciones de 4, 6 y 8 mg/kg, obteniendo una eficacia fasciolicida de 96.5%
98.4% y 99.2%, respectivamente. En el mismo experimento, se evalud al triclabendazol por via ore
como referencia positiva, a una concentracion de 12 mg/kg obteniendo una eficacia de 99.8%
Ademas, se observd quBliFR-34 reduce la emision de huevos al 100% en todas las
concentraciones. Es evidente la actividad fasciolicidaMieR-33 y MFR-34, los cuales
disminuyeron la dosis administrada con respecto a sus compuestos precursores, obtenienc
resultados similares. Adicionalmente, se logré administraMfR-33 y MFR-34 por via

intramuscular facilitando la administracion para uso veterinario.
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ABSTRACT

In this work we present the synthesis, water solubility, water stability, alkaline
phosphatase hydrolysis, amdvitro andin vivo evaluations of two new prodrugs of compound
alpha MFR-33), and triclabendazol®FR-34. Each derivative was obtained as a mixture of
phosphate regioisomers sodium salts. These pro-drugs were designed by addition of a
phosphonooxymethyl group at position 1 of the benzimidazole nucleus to eliminate
intermolecular interactions, facilitate the aqueous solubility and increase the bioavailability for
parenteral administration. The aqueous solubility was increased from 0.00026 and 0.00024
mg/mL to 20.67 and 21.12 mg/mL fMFR-33 andMFR-34, respectively. Thus, the solubility
of each drug was increased 79,500 and 88,000 times, respectively. TheSd-BaBS8 y MFR-

34 were stable in aqueous solution (>95% after 24 h) at pH 1 and 7, fact that is ideal for
formulations from the physiological point of view, besides, they were easily hydrolyzed with the
alkaline phosphatase enzyme to regenerate the precursor drugs. Con\pBRABE was
evaluatedn vitro against recently excystdeasciola hepaticanetacercariae, resulting in 100%
fasciolicidal effectiveness at a concentration of 50 mg/L and 72 hours post-exposure; at 10 mg/L,
the efficacy was 95.83% at 24 and 48 h; however, the efficacy increased to 100% at 7ihh. The
vivo evaluation ofMFR-33 in sheep was carried out via oral, intramuscular and subcutaneous
administration at doses of 12, 4 and 4 mg/Kg, respectively, in sheep artificially infectef. with
hepaticametacercariae. At a dose of 4 mg/Kg via intramuscular administration, 87.8% and
44.9% fluke and egg reductions were observed, respectively, thus achieving a reduction of about
four times the administered oral dose of the precursor, which is normally administered at a dose
of 15 mg/Kg as a suspension to get similar efficacy. Considering the efficacy of pMERK

33, compoundVFR-34 was evaluated via intramuscular at 4, 6 and 8 mg/kg. It was obtained a
fasciolicidal efficacy of 96.5, 98.4 and 99.2%, respectively. An oral suspension containing
triclabendazole, 12 mg/Kg, was also evaluated as positive control. An efficacy of 99.8% was
obtained. In addition, it was observed thHdFR-34 reduced 100% egg emission at all
concentrations. The fasciolicidal activity BFR-33 and MFR-34 is evident; the administered

dose was decreased with respect to that of the precursors obtaining similar results. Additionally,
the prodrugs could be administered as solutions via intramuscular injection, thus facilitating the

manipulation for veterinary use.
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Capitulo 1. Introduccion |

Capitulo 1.  Introduccion

Uno de los problemas mas serios de salud que se presentan actualmente en el mundo, perc
con mayor relevancia en los paises en vias de desarrollo y pobres, son las enfermedades
parasitarias, las cuales se estima que afectan acerca de la mitad de la poblacion mundial.
Desafortunadamente, las condiciones de pobreza econdmica de muchos paises, tienen como
consecuencia que los programas de salud sean deficientes, asi como la educacion; lo que trae
consigo malas préacticas de higiene y convivencia entre humanos y animales. Por tal motivo, se
vuelve una necesidad la investigacion para encontrar nuevas moléculas con actividad
antiparasitaria. Dentro de las helmintiosis que afectan tanto a humanos como animales en paises
con climas templados o tropicales estad la fasciolosis. Esta es una enfermedad parasitaria
extraintestinal, provocada por el trematdtsciola hepaticala cual puede ser adquirida por el
ganado, animales silvestres y el humano, en paises con climas templados o tropicales. El
triclabendazol es el farmaco de eleccion para el tratamiento de esta enfermedad; sin embargo, se
han reportado cepas resistentes. Por esta razén, se han realizado esfuerzos en los ultimos afio
para identificar nuevas moléculas; como el compuesto alfa, fasciolicida experimental bioisostero
del triclabendazol. La problematica de este tipo de compuestos bencimidazélicos es la pobre
solubilidad acuosa, motivo por el cual son administrados por via oral en forma de suspensiones,
pastas, polvos y bolos intraruminales, limitando otras rutas de administracién. Por lo anterior, se
justifica y hace necesario el desarrollo de proyectos para generar nuevos farmacos mas efectivos,

con mejores propiedades para el desarrollo de formulaciones farmaceéuticas.

El desarrollo de profarmacos es utilizado como una estrategia para mejorar las
propiedades fisicoquimicas, biofarmacéuticas o0 farmacocinéticas de compuestos
farmacol6gicamente activos. Los profarmacos ofrecen posibilidades para superar varias barreras
para la formulacion y administracion de farmacos tales como la mala solubilidad acuosa,
inestabilidad quimica, absorcion oral insuficiente, rapido metabolismo presistémico, penetracion

insuficiente en el cerebro, toxicidad e irritacion local, etc.

En este trabajo se disefiaron dos profarmacos usando un grupo fosfonooximetilo para
incrementar la solubilidad acuosa y biodisponibilidad del compuesto alfa y triclabendazol,
favoreciendo una administracion parenteral que facilite y mejore el control de dosificacion a los

animales; ademas de reducir la dosis administrada.
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Capitulo 2.  Antecedentes Generales
2.1 Generalidades sobre la Fasciolosis

Dentro de las helmintiosis que afectan tanto a humanos como animales esta la fasciolosis,
esta enfermeda@s causada por dos especies de trematbdssiola hepaticay Fasciola
gigantica también conocidas como duelas del higa@ofasciolosis ocasiona grandes pérdidas
en la ganaderia y en la economia de los paises productores de animales domésticos y sus
productos, como leche, carne, lana, cuero, etc. Asimismo, afecta principalmente al ganado
bovino, ovino y caprino, pero puede presentarse en animales silvestres, y en el ser humano; por lo

que la infeccion se considera como una zoonosis, la cual es un serio problema a nivel mundial.

La situacion epidemioldgica de la fasciolosis humana ha cambiado en los ultimos afios,
desde 1980 ha aumentado considerablemente el nimero de personas infecRadeeppticay
en diversas zonas geograficas se han descrito verdaderas endemias humanas, con cifras de
prevalencia e intensidad entre baja y alta. La fasciolosis también es una enfermedad humana
reemergente con estimaciones de entre 2.4 y 17 millones de personas infectadas y 180 millones
en riesgo de contraer esta infeccion parasitaria en todo el miihds.zonas de prevalencia de
fasciolosis en el ser humano no coinciden necesariamente con las zonas en donde la enfermedac
constituye un problema veterinario de primera magnitud. Esta parasitosis ya no puede
considerarse simplemente como una enfermedad zoondtica secundaria, sino como una
enfermedad parasitaria humana importérite.fasciolosis es una enfermedad global, y los casos
humanos se han registrado en mas de 51 paises en todo el’rExigten zonas reconocidas de
alta transmision, entre ellas se encuentran las tierras altas de América del Sur, el valle del Nilo, la
cuenca del mar Caspio gge extiende entre Europa y Asigai como en Asia Oriental, el sudeste

asiatico, el Reino Unido y Australia, algunos paises se muestran en la Tabla 2.1

Tabla 2.1. Niveles del infeccién en humanos alrededor del nfundo

Nivel de infeccion Pais Porcentaje de poblacién infectada

Bajo Francia 0.00034

Chile 0.7

Egipto (Delta del Rio Nilo) 7.3

Perl (Cajamarca) 10.7

Intermedio Puerto Rico (Corozal) 8.7
Irdn Variable
Oeste de Europa Variable

Perd (Puno) 15.6

Alto Pera(Valle Mantaro) 34.2
Bolivia 53-100

e L
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Por otro lado, recientemente, aumenté la fasciolosis en el ganhaddogual seguira
aumentando en el futuro, continuando con la tendencia observada en los Ultimos afios, esta
tendencia se ha atribuido al cambio climéatiapje afecta a la distribucion del caraGslba
truncatula que es un huésped intermediario requeridoActualmente, ningin pais puede
considerarse libre del riesgo de la fasciolosis. En México se han realizado diversos estudios en

diferentes estados de la republica, los cuales se muestran en la Tabla 2.2

Tabla 2.2. Prevalencia de fasciolosis animal en México

Prevalencia 73-100% 31-70% 2.0-21.5% <2.0% s/datos
Distrito Federal
. Sonora
Hidalgo . . Campeche
Guanajuato Chiapas
Tabasco . . . . Guerrero
" Tlaxcala Chihuahua Baja California .
Edo. México . ; Colima
Estados . ; Morelos Coahuila Yucatan -
Michoacan . . Nayarit
Puebla Tamaulipas Quintana Roo ;
Veracruz . Sinaloa
Jalisco Zacatecas )
. , Nuevo Ledn
San Luis Potosi p
Querétaro

Datos conservadores obtenidos en México muestran que de 36 millones de bovinos, 18
millones estan expuestos a la infeccion Bohepatica en virtud de que el ganado se encuentra
localizado en zonas reconocidas como “fasciolosaSin embargo, estudios epidemioldgicos
realizados en 2005, muestran que alrededor de 5 millones estan realmente infectados,
reconociendo que cada animal parasitado pierde en su vida productiva 30 kg de carne y a su vez
multiplicamos estas pérdidas por $30 pesos, que en esa época costaba cada kilo, se obtiene un
pérdida global aproximada de $4,500 millones de pesos anualmente.

Por lo tanto, la relevancia de esta parasitosis radica en las grandes pérdidas econdmicas
gue se produce en la ganaderia, debido al proceso inflamatorio, generalmente crénico del higado
y conductos biliares, asi como también trastornos digestivos y de nutricion. Lo anterior se traduce
en pérdidas directas debido a la muerte de animales jovenes por infecciones massastie
hepatica, e indirectas por decomisos de higados en el rastro, abortos, baja tasa de crecimiento y
reproduccién, asi como baja produccion de carne, leche, predisposicion a otras enfermedades y

gastos por tratamiento.
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2.2  Ciclo de vida de Fasciola hepatica

Fasciola hepatica(Figura 2.1) tiene un ciclo de vida complejo que incluye dos
hospederos: un molusco gasterépodo (caracoles) y su huésped definitivo, un mamifero (humanos,

ovejas, etc.).

Figura 2.1. Fasciola hepatica adulta.

Los huevos que se alojan en la vesicula biliar del huésped definitivo pasan al duodeno y
se excretan al medio ambiente por medio de la heces, ahi son capaces de permanecer viables pc
largos periodos. Es necesario un medio hidrico, como charcos, para continuar su desarrollo. En
condiciones de temperatura adecuada, se forman los miracidios al final del desarrollo
embrionario dentro del huevo. Los miracidios eclosionan a los nueve dias, los cuales se ven
favorecidos con la lluvia o cuando las heces son depositadas en agua; para su posterior desarrollc
es necesario un huésped intermediario debido a que no pueden vivir mas de 24 horas a la
intemperie. Al penetrar al caracol del géneymnaea el miracidio pierde su cubierta de cilios,
una vez dentro del caracol se transforma en esporoquiste, el cual crece en el sistema digestivo del
caracol y da origen a un nimero muy grande de redias, las cuales producen una generacion de
redias hijas que llegardn por ultimo a la fase de cercarias. De un solo miracidio se pueden
producir hasta 600 cercarias. La cercaria nada hasta cualquier superficie firme, por lo general es
una planta (como pasto, alfalfa, berros, etc.) y se adhiere a ella. Inmediatamente forma un quiste

y se transforma en metacercafgg(ra 2.2).



Capitulo 2. Antecedentes |

Ingesta de metacercarias

@ (4] La m:::;!a rla:ia :"SE . | en plantas acudticas
Redia  Cercaria PR B T - or humanos, ganado,
Esporoguiste S ®e \zwjas , g2
. N {
j ;u' Q ; -
En caracol “ f{
x o .w; e N
« Desenquistamiento
| oen duodena y
O}J migracién
Miracidios liberados g/ o
penetran caracol
Huevos embnnadns
“en agusdulce
A\ = Infectante
.&= Diagndstico Adultos en vias biliares

Figura 2.2. Ciclo de vida de Fasciola hepatica.

La infeccion del huésped definitivo ocurre por medio de la ingestién de plantas o agua
contaminada con metacercarias. En el intestino se disuelve la membrana quistica externa y queda
libre el trematodo, el cual se nutre de sangre y es capaz de penetrar la pared del intestino,
alcanzando la cavidad peritoneal en 28 horas; luego penetra el tejido hepatico y se aloja ahi por
semanas hasta llegar al conducto biliar convirtiéndose en adulto, causando hemorragia y fibrosis.
Existen evidencias que el trematodo puede llegar a alojarse en el utero, pulmoén, tejido
subcutaneo y pancreas. Después de ocho semanas, se encuentran los huevos en la bilis

posteriormente en las heces, completando asi su ciclo de Vida.
2.3  Medidas de Control

La gran capacidad de. hepaticapara infectar a numerosos huéspedes definitivos hace
practicamente imposible erradicarla; por esta circunstancia son ineludibles las medidas para tratar
de controlar esta enfermedad. Teniendo claro el ciclo biologide. tepaticay los aspectos
epidemioldgicos se puede planificar un control preventivo de la enfermedad. Las medidas basicas

para el control de F. hepaticse focalizan en tres puntos:

e ——
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» Control del huésped intermediario
» Control del huésped libre del parasito

» Control del parasito en el huésped definitivo

2.3.1 Control del huésped intermediario

El control quimico de los caracoles vectores con molusqui¢mep sulfato de cobre,
pentaclorofenato de sodio, niclosamidsstrietiimorfolina, etc.) puede ser apropiado para
mantener limpios de caracoles los lugares donde se congrega el ganado (bebederos, comederos
lugares de reposo, etc.). Sin embargo es practicamente inutil tratar de erradicar los caracoles de
una propiedad usando molusquicidas: porque los caracoles se reproducen facilmente, un solo
caracol puede producir hasta 100,000 caracoles en un afio, reinfectan los pastos rapidamente y e:
improbable que el tratamiento alcance a todos los caracoles. Cabe destacar que el uso de
molusquicidas conlleva riesgos tales como acumulacion de residuos toxicos en agua y suelo,

ademas del efecto negativo en la fauna circundante.

2.3.2 Control del huésped libre de F. hepatica

El control de la fasciolosis en un area endémica debe estar orientado a prever o limitar el
contacto entre el parasito y su huésped definitivo, tratando en principio, de evitar las pasturas
hamedas para el ganado, limitar los habitats de caracoles drenando areas pantanosas, canalizand
corrientes de agua, limpiando canales de riego, construyendo represas y evitando el derrame
permanente de los bebederos. Tomando estas medidas se impide la continuidad del ciclo de vida
del parasito, pero también se reduce el area de pastoreo de los animales, siendo casi imposible
mantener estas condiciones. Igualmente, se encuentran en fase experimental, algunas plantas
bacterias, algas, moscas, otros caracoles y parasitos que puedan reducir el crecimiento y
reproduccién de los caracoles, por depredacion, infeccibn o competicién, pero hasta ahora no se
han podido adaptar para ser utilizados.

La fasciolosis en los humanos se evita mediante la abstencién del consumo de plantas
acuaticas como: berros silvestres, alfalfa, apio silvestre, etc., prescindir el empleo de excremento

de ovinos, bovinos o de aguas residuales como abono especialmente en zonas endémicas.

-
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2.3.3 Control de F. hepatican el huésped definitivo

El tratamiento quimioterapéutico es la practica mas comun empleada para controlar esta
enfermedad. El objetivo del tratamiento, es eliminar el agente causal de la enfermedad e
interrumpir la excrecion de huevos en las heces, para asi prevenir la infeccion de huéspedes
intermediarios y la contaminacién de plantas y agua. Ademas, se tiene que tomar en cuenta, que
no todos los fasciolicidas disponibles en el mercado son eficaces sobre las diferentes édades de
hepaticapara su uso en los programas de control. Por esta razon, se utilizan nezokaso
mas de estos compuestos con un nematicida de amplio espectro de modo que el producto pueds
usarse contra los nematodos gastrointestinales y contra F. hepatica

2.4  Tratamiento quimioterapéutico

Actualmente, varios compuestos quimicos estan disponibles para el tratamiento de la
fasciolosis animal, los principales compuestos utilizados para tratar la fasciolosis se presentan en
la Tabla 2.3 asi como también, su espectro de actividad contra trematodos de diferentes edades
se resumen en Babla 2.4'° Después de la dosificacion, solo las infecciones presentes en ese
momento son curadas; sin embargo, los animales en pasturas contaminadas son susceptibles a |:

reinfeccion.

Tabla 2.3. Eficacia de algunos farmacos contra F. hepaticavinos:®

. Dosis L.
Dosis L < Edad minima del
. . Ruta de o maxima Indice de L
Grupo Quimico Farmaco - L utilizada : parasito (semanas),
administracion tolerada seguridad Y
(mg/kg) eficacia > 90%
(mg/kg)
HeEallttl:(l)(;]r(())lfeno Oral 75 75 1 >12
Fenoles Niclofolano Oral 15 40 2.6 12
halogenados Nitroxinil Oral 4 12 3.0 12
Subcutanea 10 40 4.0 8
Brotianida 8:2: 5.6 27 4.8 12
Salicilamidas Closantel Oral 7.5-10 40 4.0 6-8
Oxiclozanida Oral 15 60 4.0 12
Rafoxanida 7.5 45 6.0 6
Sencimidagoes  AlbeNdazol 8::: 475 30 8 >12
Triclabendazol 10 200 20-40 1
Sulfonamidas Clorsulon* Oral 7 100 5 8
Fenoxialcanos Diamfenitida Oral 80-120 400 3.3-5.0 1 dia-6 semanas

*Datos para ganado vacuno.
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Una vez que el parasito est4 dentro del huésped intermediathepaticacomienza a
desarrollarse; considerando como fasciolas juveniles de 1-7 semanas, mientras que de 8-14
semanas son fasciolas adultas, con esta premisa se observaadtal2.4 que no todos los

farmacos son eficaces en todas las etapas y/o edades de F. hepatica

Tabla 2.4.Espectro de eficacia de los farmacos en las dosis recomendadas contra F. hepatica en el gahado ovino

Farmaco Edad de fasciolas en semanas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Bitionol, Hexaclorofeno,
Oxiclozanida, Niclofolan, 50-70% 80-99%
Albendazol,
Clorsulon+ Ivermectina (inyeccidn)
Clorsulon (oral) | 90-99%
Nitroxinil, Closantel 50-90% | 91-99%
Rafoxanida 50-90% 91-99%
Triclabendazol | 90-99% 99-100%
Diamfenetida | 91-100% | 50-80%

De los compuestos bencimidazélicos solo el albendazol y triclabendazol son utilizados
para el tratamiento de la fasciolosis. El albendazol, ha sido uno de los derivados
bencimidazolicos mas exitosos en virtud de tener amplio espectro y alta eficacia contra
nematodos gastrointestinales; sin embargo, seblreepaticasélo actua en las semanas 10-11,
teniendo una eficacia del 50-70%; mientras que en las semanas 12-14 tiene una eficacia del 80-
99%. El triclabendazol es el Unico fasciolicida que actla en las etapas juveniles y adultas,

ubicadas en los conductos biliares y en el parénquima hepatico, respectivamente.
2.5 Bencimidazoles

El bencimidazol es uno de los heterociclos nitrogenados mas antiguos que se conocen.
Hoebrecker en 1872 prepardé el 2,5 6 2,6-dimetilbencimidazol a partir de la 2-nitro-4-
metilacetanilida por reduccion quimica con Sn y HCI. Después, Landernbur y Wundt obtuvieron
el mismo compuesto a partir de 3,4-diamino tolueno y &cido acético a refldj(Esquema
2.0).



Capitulo 2. Antecedentes |
H3C\@NOZ Sn, HC| HSC\@NHZ
—_—
NHCO,CH, NHCO,CHj

l-Hzo
HsC N H HsC NH
3 P —
N | />_CH3 -H.O
N 2

H NH,
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Esquema 2.1. Primeras sintesis de bencimidazoles.

El 1H-bencimidazol y sus H-derivados presentan propiedades acido-base, con dos
pKa's?*lo que les permiten formar sal&s@uema 2.2.

H

R N

IS on == LYo — Lo
NH pka=5.5 H pka,= 13

Esquema 2.2 pKa de un derivado del bencimidazol.

Este tipo de compuestos tienen también la propiedad intrinseca de mostrar tautomeria
proténica entre las posiciones 1, 3; por lo que existen como mezclas de tautomeros, cuando el
nuacleo del H-bencimidazol estd no simétricamente sustituido. Cuando el nucleoHdel 1
bencimidazol esta sustituido en la posicion 1 y es no simétrico, entonces forma regioisomeros

(Esquema 2.3.

R\C[N H

| »—cHs o R N

N \C[ /)—CHs
H N

Tautdémeros

R N Ry

\C[ JCH R N
N \C[ )—CHs
R, N

Regioisbmeros

Esquema 2.3. Tautdmeros y regioisomeros de bencimidazoles 5(6) sustituidos.
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El descubrimiento de derivados del bencimidazol como farmacos de amplio espectro y
como moléculas bioactivas con propiedades antiparasitarias, antibacterianas, antivirales,
antifingicas y antihelminticas, entre otras, sitian al nacleo de bencimidazol como una estructura
previlegiada* ' Todas las posiciones del anillo pueden ser sustituidas con diversos grupos o
entidades quimicas, pero la mayoria de los compuestos con propiedades biolégicas estan

sustituidos en las posiciones 1, 2, 5 0 6, como se observ&iguta 2.3.

- g% 3

cl

pe

o N
:@I BH—SCH,

cl N

H
Triclabendazol

Enviradina

|

Figura 2.3. Bencimidazoles con diferentes propiedades biolédicas.
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2.5.1 Bencimidazoles como antiparasitarios

Los compuestos bencimidazolicos (albendazol, mebendazol, triclabendazol, etc.) y
metabolitos como el sulfoxido de albendazol, que se aprecianFegula 2.4, se desarrollaron
en la década de los 70’s para uso veterinario, comprobandose después su eficacia y seguridad
para su uso en medicina humana. Se ha propuesto que estas moléculas se fijan a los microtibulos
del parasitc® provocando cambios degenerativos en las células tegumentarias e intestinales no
solo de helmintos$] sino también de protozoaridsploqueando el ensamblaje de las tubulinas
que, una vez polimerizadas, van a formar las proteinas microtubulares de los helmintos,

responsables del normal funcionamiento celtilar.

O NH
-G TR M@ﬁ

Tiabendazol Cambendazol Parbendazol
)
O N »—OCH, >—OCH3 >\—OCH3
\©I\>——NH \>_NH O | \>_NH
N
H
Oxibendazol Mebendazol Flubendazol
S O}— ¢ Oy_ i O>x_
N OCHg S N OCHjg N OCHj,
O (YO o
N N N
H H H
Fenbendazol Oxfendazol Ciclobendazol
Cl
\ >\—0CH3 AS >—OCH3 CI: ;
Jogierc: L4 oy
K)I&—scn—b
cl N
H
Luxabendazol Albendazol Triclabendazol

Figura 2.4. Compuestos bencimidazolicos antihelminticos.

Algunos de estos bencimidazoles tienen actividad contra varios cestodos y nematodos, e
incluso contra algunos trematodos, pero poca o nula actividad €ortegatica.El albendazol
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se ha recomendado para su uso en la fasciolosis, a pesar de su actividad, se restringe a
organismos adultos y requiere de dosis muy altas. El luxabendazol es otro bencimidazol contra

organismos adultos e incluso de seis semanas de edad, pero no es muy usado. El farmaco de
eleccion es el triclabendazol; se ha encontrado que este derivado del bencimidazol tiene una gran
eficacia contra organismos jovenes y adultosFdénepatica;también es efectivo contria.

gigantica,y Fascioloides magna

2.5.2 Triclabendazol

El triclabendazol se comenz6 a comercializar por Ciba-Geigy como Fagiaexuso en
los animales aplicando una dosis Unica de 10-12 mg/kg desde principios de los 80°s. Asimismo,
el uso de triclabendazol en humanos fue aprobado en 1989 por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) para combatir la gran epidemia de fasciolosis presente €refr&@se afio; desde
entonces se administra una dosis Unica de 10 mg/kg y es comercializado actualmente como

Egatef? por Novartis Pharma Inc.

El triclabendazol tiene un estrecho espectro de actividad antihelmintica pero alta eficacia
contraF. hepatica’ F. giganticay Fascioloides magn& careciendo de actividad contra otros
nematodos y cestodds.Estructuralmente el triclabendazol difiere del albendazol y otros
bencimidazol 2-carbamatos de metilo, ya que tiene un grupo metiltio en la posicion 2 del nucleo
bencimidazolico que aunado a cloro en 6(5) y diclorofenoxi en 5(6) le confieren mayor

liposolubilidad mejorando sus propiedades biofarmacéutiégarg 2.5).

Cl

S N
cl 5 \©I N—NHCO ,CHj
N N
Cen H
Cl N

H
Triclabendazol Albendazol

Figura 2.5. Compuestos bencimidazdlicos utilizados para el tratamiento de la fasciolosis.

A pesar de las buenas caracteristicas de actividad del triclabendazol, se han generado
cepas resistentes debido al sobreuso y/o dosificacion inadecuada. La resistencia se registré por

primera vez en el ganado de Victoria, Australia en 1995ahora se reportan en diferentes
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paises’*’ con un caso de resistencia en un humano en HolarElatriclabendazol tiene el
inconveniente de ser altamente no polar y muy poco soluble en fluidos biologicos, revelando su
pobre solubilidad acuosa y por consiguiente pobre biodisponibilidad; por lo anterior, se ha
observado que solo 5% de la dosis administrada se absorbe. No obstante, el triclabendazol sigue
siendo el farmaco de eleccion para el tratamiento de las infeccionestmpaticaen el ganado

desde hace mas de 30 afos.

Debido a que el triclabendazol es un bencimidazol, se cree que su diana farmacoldgica es
la B-tubulina del parasito, de acuerdo a algunos estud® inmunocitoquimica utilizando
anticuerpos de antitubulina y estudios de inhibicidon de polimerizacion han demostrado que tanto
el triclabendazol como sus dos principales metabolitos inhiben la uniéon de la colchicina, un
inhibidor de la polimerizacién de los microtubulos. En un homogeneiza&asi#olael orden
de efectividad de los compuestos es: sulfoxido de triclabendazol>colchicina>sulfona de
triclabendazol>>triclabendaZzé.Se cree que el triclabendazol se une ftizbulina por un sitio
cercano, pero diferente al que se unen los bencimidazol-2-carbamatos de metilo, de ahi que éstos
no sean tan efectivos contfa hepaticay que el triclabendazol no sea activo frente a otros

nematodos®**

2.5.3 Compuesto alfa como agente fasciolicida

Considerando la necesidad de contar con nuevas estructuras fasciolicidas, debido a los
reportes de cepas resistentes al triclabendazol, se han realizado estudios por nuestro grupo de
investigacion, en conjunto con el departamento de parasitologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, obteniendo como resultado el disefio, sintesis y evaluacion
fasciolicida de la molécula llamada compuesto alfa, cuyo nombre quimico es 5-cloro-2-

(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazof*

El compuesto alfa estructuralmente es un bencimidazol sustituido, su diseifio obedece el
concepto de reemplazo bioisostérico del tipo no-clasico, la sustitucion del entorno electrénico de
los dos atomos de cloro en el triclabendazol por un anillo de benceno produjo un compuesto con

semejantes propiedades fisicoquimicas y biologieami(a 2.6).
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Figura 2.6. Reemplazo bioisostérico no clasico en el triclabendazol.

El compuesto alfa se ha evaluado realizandole diferentes estudios. La actividad
fasciolicida obtenida de los ensayositro sobre metacercarias &e hepaticamostraron que el
compuesto alfa es activo a concentraciones de 10 nig/Elas pruebas vivo en ovinos, los
resultados comprueban que el compuesto tiene una eficacia del 86.90% a una dosis de 15 mg/kg
en forma de suspension acuosa en DMSO al 5% en agua contra parasitos con tres dias y hasta 1
semanas de ed&ad,y presenta una eficacia del 100% a la misma dosis en una suspension
formulada por via ordl. Ademas, estudios de microscopia electrénica han demostrado dafio
importante en la estructura de hepatica® ' y recientemente, dafio en la estructuraFde
hepaticaresistente al triclabendazol>® Los procesos de espermatogénésisovogénesis se
observan severamente dafiados por el compuesto alfa. Estos resultados indican que posiblemente
el compuesto tenga un efecto de accion dual, a nivel de tubulina y otro, posiblemente actina.
También se determind la dosis efectiva en ganado bovino infectado de forma experimental y
natural. De este experimento se concluy6 que la dosis efectiva del compuesto alfa en bovinos con
infeccion inducida o natural es de 12 mg/kg de peSe determind en bovinos que la dosis
maxima tolerada para el compuesto alfa es de 180 mg/kg de peso y su indice de seguridad es de
15 veces la dosis efectiva. El indice de seguridad del triclabendazol es de 20; sin embargo,
produce fotosensibilidad e inflamacién de la piel y las ubres, lo que no se observé con el
compuesto alfa. Con respecto a los resultados anteriores se postula que el tratamiento con el
compuesto alfa es seguro en bovinoBor otro lado, también se evalud el efecto del compuesto
alfa en vacas de 2, 3, 6 y 9 meses de gestacion, tratadas con una dosis Unica de 12 mg/kg de pesc
NoO se observaron abortos en los 24 animales del experimento, ni dafio aparente en los becerros
recién nacidos, ni en las madres durante el mes que duré el experimento. Con esto se demuestrz

que el compuesto alfa no es teratogériico.
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Los resultados obtenidos son prometedores, ya que la mayoria de los fasciolicidas usados
hasta el momento como la Rafoxanida, Nitroxinil, Closantel y Clorsulon solo actian contra
parasitos de 6 semanas de edad en adelante, o en la fase inmadura como la Diamfenitida, siendc

el compuesto alfa una alternativa para el tratamiento de la fasciolosis.

Dentro de los esfuerzos por mejorar la dosis y la formulacion se ha propuesto que el
compuesto alfa sea formulado en solucién inyectable de facil administracion para uso veterinario,

pero debido a su baja solubilidad acuosa esto no se ha logrado.

2.5.4 Solubilidad de los compuestos bencimidazdlicos

Generalmente, los bencimidazoles antihelminticos son escasamente solubles en agua. Se
administran por via oral en forma de suspension, pasta o polvo, o a través de inyeccion
intraruminal. La pobre solubilidad acuosa resulta muy benéfica cuando los parasitos se
encuentran en el tracto gastrointestinal, puesto que es ahi donde se requiere una alta
concentracion del farmaco, pero cuando los parasitos son sistémicos 0 se encuentran alojados er
algiin érgano, como en el casoFlehepaticase requiere que el compuesto activo se absorba.

El hecho de que los bencimidazoles sean escasamente solubles en agua limita otras vias de
administracion como las parenterales; por esta razon, la escasa solubilidad acuosa de los

bencimidazoles sigue siendo un importante obstaculo.

Los carbamatos de bencimidazol antihelminticos, como fenbendazol, tienen baja
hidrosolubilidad que esta incluso por debajo de 0.05 pg/rBin embargo, también los metiltio
bencimidazoles como el triclabendazol y el compuesto alfa, se han reportado con pobre
solubilidad acuosa, 0.2 pg/mL (buffer fosfatos, pH 6.8, 37°°CP.02 pug/mL (buffer fosfatos,
pH 7.4, 25 °C, Tabla 28, respectivamente.
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Tabla 2.5. Solubilidad del compuesto alfa en diferentes disolventes &25 °C

Disolvente Solubilidad pg/mL
Solucién de buffer de fosfatos pH 7.4 >0.02
Solucién de buffer de fosfatos pH 6.0 0.47
Solucion de buffer de fosfatos pH 2.2 3.8
Solucion de buffer de fosfatos pH 1.3 6.2
NaOH 0.1 M 0.32
HCI0.1 M 10
Acetonitrilo 9
Acetona 38
Propilenglicol 41
Hexano 62
Metanol 100
DMSO 210

DMSO, dimetilsulféxido.

Para tratar de solucionar la problematica de la pobre solubilidad acuosa de los
bencimidazoles antihelminticos, se han obtenido logros efimeros por vias de administracion no
convencionales; como por ejemplo, la efectiva dosificacion de bencimidazoles por medio de una
formulacién transdérmica en cintas con polietilenglicol/polivinilpirrolidonba desventaja de
esta presentacion es que se necesita un contacto intimo de las cintas con la piel del animal,
limitandose mucho su aplicacién. En la historia de los bencimidazoles se han preparado algunas
formulaciones inyectables para uso en veterinaria, algunos de los primeros bencimidazoles que se
lograron formular en vehiculos aceptados para su uso y llegandose a comercializar fueron el
Oxfendazol (Endovet®, Novartis) y Sulfoxido de Albendazol (Ricozol, Bayer). Sin embargo,

estas formulaciones tienden a causar necrosis en el sitio de aplicacion por su pH tan acido.

Es importante mencionar que actualmente existe en el mercado un producto denominado
Fasiject®Plus de Agrovetmarket S.A., el cual es una solucion inyectable estéril, que contiene
36% de triclabendazol micronizado, cuyo tamafio de particulas permite una inyeccién indolora y
le confiere una absorciébn mas rapida. Esta solucién inyectable logra confrolaematicaque
afecta la salud y la productividad de los bovinos, ovinos, camélidos y caprinos. Ademas, contiene
0.6% de ivermectina, lo que complementa su efectividad caliwersos parasitos, como
nematodos y ectoparasitos como acaros causantes de sarna, piojos chupadores de sangre y larve
de mosca. Su formulacion por cada 100 mL contiene triclabendazol micronizado (36 g),
ivermectina (0.6 g) y excipientes c.s.p (100 mL). En bovinos se administra mediante inyeccion
intramuscular. En ovinos, caprinos y cameélidos se administra via intramuscular o subcutanea.

Fasiject®Plusse administra a razon de 12 mg de triclabendazol/kg y 0@ jivermectina/kg, lo
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gue en la practica equivale a 1 mL/30 kg de peso del animal. Se realizaron estudios de excrecion
del triclabendazol en ratas, perros, ovinos, caprinos y conejos demostrando que la mayor parte se
elimina en heces con una minima excrecion urinaria. Sin embargo, para el compuesto alfa no hay

formulaciones que se administren por via parenteral.
2.6  Estrategias utilizadas en Quimica Farmacéutica para aumentar la solubilidad

En la Quimica Farmacéutica, la solubilidad es un tema de gran interés ya que se ha
observado en forma general que existen problemas al respecto con casi 40% de los nuevos
farmacos y, por lo tanto, cualquier esfuerzo que ayude a mejorar o incluso predecir esta
propiedad, es valioso, especialmente al momento de trabajar con formas farmacéuticas liquidas,
independientemente de que la via de administracion sea oral, parenteral, oftalmica © topica.
Entre los diferentes métodos usados para incrementar la solubilidad acuosa de los farmacos estan.
el uso de cosolventes, tensoactivos, modificacion del pH, formacion de profarmacos y
complejaciort’ Sin embargo se ha observado que al utilizar el enfoque de los profarmacos, la

solubilidad acuosa se puede incrementar en varios 6rdenes de magnitud.

2.7  Los profarmacos en la Quimica Farmacéutica

El descubrimiento y desarrollo de un nuevo farmaco es un proceso largo, complejo y
costoso que requiere entre 12 y 24 afos desde que se inicia el proyecto, hasta que se logra pone
el farmaco en el mercadeAdemas, muchos de estos proyectos fracasan completamente a la hora
de producir un farmaco comercializable. Las causas principales por las que un farmaco no llega
al mercado es el presentar caracteristicas no deseables en sus propiedades farmacéuticas
farmacodinamicas y farmacocinéti¢as! Con el fin de superar las propiedades no deseadas que
presentan algunas moléculas y que limitan su desarrollo, se pueden llevar a cabo variaciones en la

formulacién del farmaco, la sintesis de analogos del compuesto o el desarrollo de profarmacos.

La diferencia entre el desarrollo de un analogo del farmaco y la preparacion de
profarmacos fue ilustrada por Fefrfesn 1983 tal como se describe effrigura 2.7. En algunas
ocasiones la molécula presenta elementos estructurales tan restringidos que no se pueden prepare
analogos, mediante modificaciones habitualmente empleadas en Quimica Farmacéutica, sin

comprometer su afinidad por el receptor o diana. Es en estos casos es donde el disefio de
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profarmacos cobra una gran importancia, ya que permite modificar propiedades del farmaco

candidato.

Fiarmaco  Andlogo Profirmaco

A ¢
4

E‘ Hidrolisis quimica o

enzimatica

i

Receptor Receptor Receptor
No actividad  No afinidad  Actividad

N

Figura 2.7. Comparacién entre analogos y profarmacos.

2.7.1 Definicion de profarmaco

La historia se remite a 1958, cuando Adrien Albert introduce por primera vez el término
profarmaco, para describir a los compuestos que se tienen que someter a una 0 mMAas
biotransformaciones para obtener el efecto farmacoldgico, es decir, agentes terapéuticamente

inactivos o poco activos pero que se biotransforman en uno o mas metabolitos’activos.

Los primeros profarmacos surgieron por “serendipia”, es decir, de manera fortuita en el
siglo XIX. Por ejemplo, la acetanilida, utilizada en 1886 como analgésico, debe su actividad

biolégica a su transformacion metabdlica en paracetamol; o el prontosil, sintetizado
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originalmente como un colorante, éste compuesto resulté ser un antibacteriano de amplio

espectro que se metabolizaba en el organismo en sulfanildfidaa(2.8).”"

Profarmaco Farmaco
H
Ol = O
,THK f*.*)k
H H
Acetanilida Paracetamol
(inactivo) (activo)
SO,NH,
NH U SO,NH.,
W
H2N
HoN
Protosil Sulfanilamida
(inactivo) (activo)

Figura 2.8. Primeros profarmacos encontrados por serendipia.

El disefio de profarmacos, obedece a un intento de superar barreras que impiden el

desarrollo de una molécula como un farmaco lider. Estas barreras pueden ser de tr€s tipos:

» Farmacéuticas: Problemas de formulacién derivados de una baja solubilidad, insuficiente
estabilidad quimica, propiedades organolépticas desagradables (tales como mal sabor u
olor) o producir irritacién o dolor.

» Farmacocinéticas: Deficiente biodisponibilidad oral (bajos niveles de farmaco en sangre
tras la ingestion oral). Otros objetivos también son aumentar la duracion de accién del
farmaco y conseguir el transporte selectivo a un 6rgano o tejido determinado.

» Farmacodindamicas: Toxicidad que afecta a algun o6rgano y su funcion (toxicidad

sistémica).

Ademas, las propiedades no deseadas estan interrelacionadas; es decir, al modificar una se
pueden variar otras, lo que le confiere una mayor complejidad al proceso de disefio de un
profarmaco. Asi, por ejemplo, el aumento de la solubilidad acuosa de una molécula puede
facilitar su absorcion oral, mientras que mejorar la estabilidad quimica de un agente activo puede

permitir su transporte selectivo a un érgano o tefidguia 2.9)."* '
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Objetivos Farmacéuticos

* Mejorar la solubilidad

* Mejorar la estabilidad quimica

* Mejorar el sabor y el olor

* Reducir la irritacion y el dolor

» Incorporar a nuevas formulaciones farmacéuticas
Objetivos Farmacocinéticos

* Mejorar la absorcién oral

* Reducir el metabolismo presistémico

« Mejorar la absorcion por rutas no orales

* Variar el tiempo de accion del farmaco

» Transporte selectivo del agente activo al 6rgano o tejido deseado
Objetivos Farmacodinamicos

* Reducir la toxicidad- mejorar el indice terapéutico
« Activacion a un agente reactivo

* «Co-drugs» (una tnica entidad quimica que combina dos farmacos

Figura 2.9. Interrelacion existente entre los objetivos que se persiguen en el desarrollo de profarmacos.

2.7.2 Clasificacion de los profarmacos

Actualmente se puede clasificar a los profarmacos de acuerdo a dos criterios, quimico y
enzimatico.>’*

Desde el punto de vista quimico, los profarmacos se dividen de la siguiente manera:

Profarmacos unidos an acarreador o derivados biorreversibleSomo su nombre lo
indica, es una molécula que contiene un compuesto activo unido a un acarreador que se somete &
una transformacién enzimatica y/o quimicavivo para liberar el farmaco precursor activo, que

ejerce el efecto farmacoldgico deseado.
Dentro de esta clasificacion tenemos:

» Profarmacos bipartitas: Compuestos producto de la unién entre un farmaco y un
acarreador.

» Profarmacos tripartitas: Compuestos producto de la union entre un farmaco, un acarreador
y una entidad que mantenga a ambos unidos (acoplador o "liftker").

» Profarmacos dobles: Compuestos producto de la union entre un farmaco, un acarreador y
dos acopladores que los mantienen unidos. Generalmente usados para la liberacidon

selectiva o para proteccion de sitios de biotransformacion.
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» Profarmacos mutuos o cofarmacos: Compuestos producto de la unién de dos farmacos,

generalmente de accion sinérgica entré si.

Dentro de esta clase se pueden considerar a los farmacos que se les une un acarreado
(como un anticuerpo o una entidad quimica cuya biotransformacion sea sitio especifica) que es
capaz de transportarlos desde el sitio de aplicacién, de una manera selectiva a las células blanco.
conocidos comdarmacos dirigidos;’* de igual manera a los farmacos unidos a polimeros
(como el polietilenglicol) para lograr una liberacion retardada del mismo, conocidos como

profarmacos macromolecularés.

Compuestos bioprecursoreSon compuestos que no contienen un acarreador, sino que
resultan de una modificacién molecular que al sufrir una reaccion quimica y/o enzimegivca
(por ejemplo, oxidacion o reduccién) generan a un nuevo compuesto que es el principio activo.
Para el disefio de los compuestos bioprecursores, se toman en cuenta las reacciones metabolica
de Fase 1: reacciones que involucran la transformacion de entidades especificas en una molécula

sustrato, y la creacion de nuevos grupos funcionales.

En términos simplificados, los profarmacos son formas enmascaradas de farmacos activos
que estan disefiados para ser activados después de una reaccion quimica o enzimatica una ve
administrados; tanto los derivados biorreversibles como los compuestos bioprecursores se

ilustran en l&igura 2.10

" Transformacion quimica y/o
Farmaco | enzimatica
1 l
r
Derivado bioreversible r Derivado bioreversible
Farmaco ——  Acarreador e Farmaco —  Acarreador —> | Farmaco < Acarreador
r
Compuesto a—_ B —> | Farmaco

Figura 2.10. llustracion simplificada del concepto de profarmaco.

Para observar la diferencia entre los compuestos bioprecursores y los derivados
biorreversibles se presenta un ejemplo dfidara 2.11 El Netobimin (compuesto bioprecursor)

se transforma mediante reacciones quimicas y/o enzimaticas en albendazol farmaco que tiene la
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actividad biolégica. Por otro lado, tenemos al metoxicarbonilfenbendazol (derivado

bioreversible) que mediante hidrélisis quimica y/o enzimatica genera el fenbendazol.

Compuesto bioprecursor Farmaco activo

ALS NO,
I o
N O P

HN NH O R s i =F H
eacclion enzimalica
HO.S
Netobimin Albendazol
Derivado biorreversible Farmaco activo

o] Hidrolisis quimica y/o
\ enzimatica
Metoxicarbonilfenbendazol Fenbendazol

Figura 2.11. Ejemplos de profarmacos (compuestos bioprecursores y derivados biorreversibles).

En la Tabla 2.6 se resumen las caracteristicas de los profarmacos anteriormente
mencionados.

Tabla 2.6. Diferencias entre compuestos bioprecursores y derivados biorreversibles

. Profarmacos
Caracteristicas - - - -
Derivados biorreversibles Compuestos bioprecursores
Constitucién Principio activo + Acarreador Sin acarreador
Lipofilicidad Fuertemente modificada Ligeramente modificada
Bioactivacion hidrolitica Oxidativa o reductiva
Catalisis Quimica y/o enzimatica Enzimatica

Desde el punto de vista del mecanismo de activacion, los profarmacos se divitlen en:

Enzimaticosse activan por accion de enzimas; presentan variabilidad biolégica y dificultades de

optimizacion.

No-enzimaticosNo requieren activacion enzimatica; tienen menos dificultades de optimizacion

pero presentan mayores dificultades por ser mas inestables.
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2.7.3 Grupos funcionales susceptibles para el disefio de profarmacos

El disefio de un profarmaco debe ser considerado en las primeras etapas del desarrollo
preclinico, teniendo en cuenta que los profarmacos pueden alterar la distribucion en los tejidos, la
eficacia y la toxicidad de los farmacos precursores. Varios factores importantes deben ser

cuidadosamente examinados en el disefio de la estructura de un profarmaco, entré ellos:

» ldentificacion de las barreras a vencer con el disefio de los profarmacos: baja solubilidad
acuosa, pobre absorcion, baja permeabilidad, etc.

» Grupos funcionales presentes en el farmaco precursor sean susceptibles a derivatizacion.

» El modificador debe ser seguro y rdpidamente eliminable del cuerpo. La eleccién del
acarreador se debe considerar con respecto al estado de la enfermedad, la dosis y la duracior

del tratamiento.
La union entre el grupo modificador y el farmaco es de tipo covalente.

» El profarmaco debe carecer de actividad biologica y su sintesis no puede ser mas costosa que
la del mismo farmaco.

» La separacion del farmaco de su modificador debe llevarse a cabo rapidamente para asegurar
niveles adecuados del farmaco en el sitio de accion y asi evitar metabolismo del propio

profarmaco’

En la mayoria de los casos, los profarmacos son derivados quimicos simples que
requieren de uno a dos pasos de transformaciones quimicas o enzimaticas para obtener el farmacc
activo/” Para derivatizar una amina se modifica con grupos funcionales como carbamatos,
amidas, fosfatos, oximas, iminas y bases N-Mannich, estos grupos se ilustr&iganal®.12."*

La seleccion del grupo acarreador dependera de la caracteristica indeseada que tenga nuestrc

farmaco lider.
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Bases de N-
Mannhich

Figura 2.12. Grupos funcionales para derivatizar una artina.

Los profarmacos que son ésteres de fosfato son tipicamente disefiados para los grupos
funcionales hidroxilo y amina de farmacos poco solubles en agua con el objetivo de mejorar su
solubilidad acuosa y permitir un entorno mas favorable para la administracion por via oral o
parenteral?

Los profarmacos fosfato suelen mostrar una excelente estabilidad quimica y adecuada
bioconversion al farmaco original por fosfatasas presentes en el borde del cepillo intestinal, en el
higado o en el torrente sanguirieéGAdemas, todos los profarmacos, independientemente de la

via de administracion, tendran que cumplir en lo posible los siguientes requisitos’tipicos:

» El costo en el mercado del profarmaco debe incrementarse muy poco a diferencia del

compuesto precursor; ademas de la facil sintesis del acarreador y del profarmaco.
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» La escision lenta y prolongada puede ser deseable como una forma especial de un
mecanismo de liberacion controlada.

» El profarmaco no debe afadir un efecto secundario adicional o toxicidad para el farmaco de
origen que esta siendo eliminado facilmente del cuerpo y no poseer cualquier potencial

téxico inherente.
2.7.4 Esteres de fosfato como acarreador en los profarmacos

Los ésteres de fosfato juegan un papel dominante en la fisiologia de las células y por lo
tanto son esenciales para cualquier organismo. El mas destacado es la participacion de ésteres d
fosfato como un elemento estructural y funcional en el ADN, ARN y sus bloques de construccién
monoméricos, como una sefial postraduccional en las proteinas, como un grupo cabeza en los
fosfolipidos. Ademds, los hidratos de carbono a menudo son fosforilados, a veces con fosfatos
individuales, como en los nucleétidos ciclicos, a veces en gran medida, como polifosfatos de
inositol y fosfoinositidos? Los ésteres de fosfato generalmente tienen unbpfo, a menudo
entre 1y 2, por lo tanto a pH fisiologico en el rango de 7.0-7.4, los compuestos se desprotonan de
forma permanente, por lo que se encuentran cargados negativamente. La carga negativa en
ésteres de fosfato es responsable de una gran variedad de sus propidetagesner lugar, el
nucleodfilo o la carga negativa de los compuestos son repelidos debido a las interacciones de
Coulomb, que resulta en una notable estabilidad frente a la hidrélisis no enzimatica con vidas
medias que son facilmente en el orden de cientos deé“aBnssegundo lugar, son en su mayoria
impermeable a las membranas celulares, a menos que el transporte activo, endo/exocitosis, o la
fusion viral esté involucrado. Una vez dentro de las células, los grupos acarreadores se eliminan
por hidrdlisis quimica o enzimatica, generando fosfato o fosfonato cargados, haciendo que las

moléculas sean de nuevo impermeables a las membranas celulares y biolégicamente activas.

Por lo anterior, los profarmacos que contienen en su estructura grupos fosfato ofrecen
varias ventajas para la formulacion y el desarrollo de compuestos con baja solubilidad acuosa, ya
qgue el aumento en la solubilidad por el grupo fosfato dianiénico es, a menudo, de varios érdenes
de magnitud?®® ademas de que son quimicamente estabje$aciimente hidrolizables por

fosfatasas endogenas’°
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Se tiene preferencia por este tipo de profarmacos sobre los ésteres de aminoécidos o
amidas, porque éstos carecen de estabilidad acuosa y en ocasiones su bioconversion es
incompleta” Por lo tanto, el profarmaco ideal sera perfectamente estable hasta que alcance el
sitio deseado de la activaciéon, y luego sera rapidamente y cuantitativamente convertido en el
farmaco activo. Al igual que la estabilidad, la tasa de conversion es un atributo que se puede

medir utilizando sistemas in vitro

2.7.5 Profarmaco de los carbamatos bencimidazdlicos

Teniendo la perspectiva de los profarmacos, se han dedicado esfuerzos para el desarrollo
de derivados hidrosolubles de bencimidazoles, con el objetivo de obtener moléculas que tengan
una mejor solubilidad acuosa que permita su administracién en forma de solucion a los animales
infectados y que ademas posean una suficiente estabilidad acuosa durante su aplicacion, asi comc
también una rapida bioconversion al farmaco correspondiente en el sitio de accién, para combatir

enfermedades del tracto gastrointestinal e infecciones sistémicas.

Como resultado de este enfoque se han obtenido diferentes compuestos como
profarmacos de fenilguanidina que se transforman metabdlicamente en bencimidazoles
antihelminticos. Por ejemplo, Febaritelprofarmaco que se convierte en fenbendazol y
netobimind” que genera albendazol. Se han realizado también tentativas para proporcionar
derivados mas solubles de bencimidazoles, profarmacos, que son metabilizados para dar el
compuesto activo, como la unién al nicleo de bencimidazol de griMpasio ' N-
alcoxicarbonilo$”** o bases de Manni¢h™.

En la década de los 90's, Stella y colaboradores desarrollaron una estrategia para el disefio
de profarmacos a través de la derivacion de aminas terciarias con un grupo fosfondéximetil,
que se extendi6 mas tarde a la derivatizacion de grupos hidioRiara liberar al farmaco
correspondiente, se tienen que completar dos pasos, el primero de ellos es a través de la catalisis
por una fosfatasa, el paso desfosforilacién hidrolitica, para obtener el intermediario hidroximetil

gue se descompone de forma espontanea en el farmaco correspondiente y formaldehido.

Esta estrategia ya se extendid a los carbamatos bencimidazolicos en el campo de los
antiparasitarios. En 2008 se reporto la sintesis de profarmacos derivaddsbaeicimidazol-2-

carbamato de metilo, antihelminticos veterinarios. Las moléculas mostraron buena eficacia
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terapéutica, alta solubilidad acuosa y estabilidad, con alta labilidad en presencia de fosfatasas
alcalinas. Se evalui@ vivo el profarmaco del fenbendazol, realizado en cerdos, se demostré que
la eficacia es comparable al farmaco precursor. Por otra parte, los estudios farmacocinéticos
comparativos, revelaron un aumento en la concentracién de los metabolitos activos cuando fue
administrado el profarmacé!’ Cabe destacar que estos compuesto fueron disefiados para ser
administrados por via agua de beber, pero también se pueden extrapolar a otras vias como la

parenteral Figura 2.13).

o Compuesto R! Nombre del farmaco
/ recursor
N = I PhS F-pb- dazol
R | \>—NH a il enbendazo
X ri Ib PhSO Oxfendazol
lc n-PrS Albendazol
O - Na'
O’l‘:,,O 1d PhCO Mebendazol
O Na' le 4F-PhCO Flubendazol
1f 4F-PhSO4 Luxabendazol
la-g lg n-Bu Parbendazol

Figura 2.13. Fosfonooximetil derivados del 1H-bencimidazol-2-carbamato de metilo.

Por lo anterior, la estrategia de los profarmacos actualmente se ha utilizado para resolver

las problematicas antes mencionadas, lo cual se aprecia con los siguientes datos:

» Hasta antes de 2002, 5-7% de todos los medicamentos aprobados en todo el mundo,
podian ser considerados profarmacos, y el 15% de los medicamentos aprobados entre
2001 y 2002 son profarmacos. Aproximadamente 49% de esos profarmacos eran
activados por hidrélisis y 23% eran bioprecursoftes.

» De 2000 a 2008 fueron aprobadas 236 moléculas, de las cuales 12.6% fueron
identificados como profarmacos y otro 5.2% pueden considerarse profarftiacos.

» Actualmente 10% de todos los medicamentos comercializados en todo el mundo, se

clasifican como profarmacos.

Aun con los datos anteriores, se sigue pensando que los profarmacos son una medida
desesperada a la que solo debe recurrirse cuando un farmaco es rechazado; y que son solo d
interés académico, como una alternativa para mejorar la biodisponibilidad y problemas de

toxicidad/®
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Capitulo 3. Planteamiento del problema

Durante décadas se han utilizado una gran variedad de fasciolicidas alrededor de todo el
mundo, los cuales, a través de los afos, debido al sobreuso y dosificacion inadecuada, han
generado problemas de resistencia por parte del parasito. Ademas, el costo del tratamiento para

cada animal es cada vez mas alto.

El dltimo fasciolicida lanzado al mercado en 1978 fue el triclabendazol y a pesar de los
problemas de resistencia, es el farmaco de eleccion para el tratamiento de la fasciolosis desde
hace mas de 30 afios, debido a su alta eficacia en todos los estadios del parasito. Por lo anterior
se han desarrollado farmacos alternativos de igual o mayor eficacia que la del triclabendazol para
el control de esta parasitosis, como el denominado “compuesto alfa” (5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-
naftiloxi)-1H-bencimidazol), el cual mostré actividad fasciolicida equiparable a la del
triclabendazol. Uno de los problemas importantes de estos compuestos bencimidazdlicos, es la
baja solubilidad acuoséa cual es atribuida a las fuerzas de atracciomnmtieculares, lo que
provoca la pobre absorcion gastrointestinal generando que se utilicen a altas dosis. La pobre
solubilidad acuosa ha llevado a que tanto el triclabendazol y el compuesto alfa, se suministren en
formulaciones en forma de suspensiones, polvos y bolos intrarrumiales. Ademas, la
administracion por via oral al ganado sigue siendo un problema, puesto que no es igual
suministrar el medicamento a un borrego que a un toro de lidia. Por tal motivo, se necesitan
desarrollar nuevas formas farmacéuticas que permitan una facil y mejor forma de administracion,

como una solucién inyectable.

El presente proyecto contribuye a la creacion de dos profarmacos derivados del
compuesto alfaMFR-33) y triclabendazol NIFR-34) altamente hidrosolubles, agregando un
grupo ionizable fosfonooximetilo al nitrégeno del nucleo de imidazol. Con ello, se lograra la
optimizacién de las propiedades biofarmacéuticas para el tratamiento de la fasciolosis que es una
enfermedad sistémica, reduciendo la dosis administrada, ademas de dar paso a generar une

formulacién inyectable.
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Capitulo 4. Hipadtesis y Objetivos

4.1  Hipétesis

Si se logra modificar la estructura del compuesto alfa y triclabendazol mediante la
introduccion de un grupo ionizable como fosfonooximetilo en el atomo de nitrogeno del anillo
del imidazol, se conseguird disminuir las fuerzas de atraccion intermoleculares, con el

consecuente aumento en la solubilidad acuosa, biodisponibilidad y actividad fasciolicida.

4.2  Objetivo General

Mejorar la solubilidad acuosa del compuesto alfa y triclabendazol mediante la preparacion
de profarmacos.

4.3  Objetivos Particulares

» Desarrollar una metodologia para sintetizar los profarmacos hidrosolubles
fosfonooximetilo del compuesto alfa y del triclabendakajra 4.1).

Cl
C
O
Om:\% R\ cm:\%s\

) )

o) i Na+ q O- Na
}D/O O;P/
o7 . + o Na"
O Na
MFR-33 MFR-34

Figura 4.1. Prof&rmacos propuestos del compuesto KIFER-33) y triclabendazolNMIFR-34).

» Determinar de los derivados fosfonooximetil bencimidazoles en colaboracion de la Dra.
Helgi Jung Cook de Facultad de Quimica, UNAM:
0 Solubilidad acuosa.
o Estabilidad acuosa.

o Hidrélisis enziméatica con fosfatasa alcalina.
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» Evaluar de los derivados fosfonooximetil bencimidazoles en colaboracion del Dr. Froylan

Ibarra Velarde de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM:
0 La actividad fasciolicidan vitro contra metacercarias de F. hepatica.

o La actividad fasciolicidan vivo en ovinos infectados artificialmente con F. hepatica



Capitulo 5.Metodologia experimental |

Capitulo 5. Metodologia experimental

5.1 Parte quimica

En esta seccién se describe la ruta sintética para obtener los profaMifdRas vy
MFR-34, la determinacion de la solubilidad acuosa, estabilidad acuosa e hidrdlisis enzimatica, y
por ultimo, la evaluaciém vitro del compuestdFR-33 ein vivode los dos profarmacd4FR-
33y MFR-34.

5.1.1 Estudio sobre la sintesis del compuesto alfa (13) y triclabendazol (14)

La sintesis del compuesto alfa3) y triclabendazol 14) se realizé de acuerdo a la
secuencia de reacciones désquema 5.10'%%1%" Se comenzdé con la 3,4-dicloroanilina
comercial {). Primeramente, se realizé una acetilacion con anhidrido acético paraXb(&ar
diclorofenil)acetamida?); posteriormente, se llevo a cabo ugAiusando HN@y H.SQw a una
temperatura entre G obteniendo &-(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida). A 3 se le realizo
una reaccion de hidrolisis para obtener la correspondiente 3,4-dicloro-2-nitroat)iliada( cual
se le efectud unan8r con el correspondiente alcohol aroméatico (1-nafplo(2,3-diclorofenol
(6)) en DMF a 115 °C. El compuesiau 8 obtenido se redujé mediante hidrogenacién catalitica
y la o-fenilendiamina 9, 10) obtenida se sometié a una reaccion de ciclocondensacién gon CS
en medio basico etanodlico para dar el correspondiente 2-mercaptobencimidazii).( Por
altimo, laS-metilacion de los compuestt& 6 12 se realizo utilizando C3{ KOH y acetona a O-

10 °C, llevando al correspondiente compuesto aBad triclabendazol14).
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(6]

(@]
Cl NH, g Y b Y c cl NH,
—» G NH ——» G« NH - 5 + Ar-OH
cl NO,
cl NO,

Cl
Cl

1 2 3 4 56
d
)i\l’ ,?\r )i\l’
5 N g O \ ¢ 0 NH, o 0 NH,
o r T TR, o D o
H

C
H
13= Compuesto alfa
14= Triclabendazol 11,12 9,10 8

5,7,9, 11, 13: Ar = 1-naftilo
6, 8, 10, 12, 14: Ar = 2,3-diclorofenilo

Esquema 5.1. Ruta sintética para obtener el compuesto Ejay( triclabendazol 14). Reactivos y
condiciones: (a) A©, 40-50 °C; (b) k5Qs, HNG;, 0-5 °C; (c) NaOH, MeOH, ¥D; (d) K:COs;, DMF,
115 °C; (e) H, Ni-Raney, MeOH; (f) Cg KOH, EtOH, 70 °C; (g) CH, KOH, Acetona, 0-10 °C.

Se obtuvieron buenos rendimientos en la mayoria de las reacciones; sin embargo, se
observaron bajos rendimientos en la reaccionvde Sara obtener el compuesta® por lo que

el rendimiento global se redujé considerablemente, por esta razon se exploro dicha sustitucion.
5.1.2 Estudio sobre la sintesis de los intermediarios 7y 8

Para tratar de aumentar los rendimientos de/a, ®sta reaccion se estudié usando dos
metodologias, una de ellas es llevar a cabo la sustitucion utilizando un equipo de microondas y

otra haciendo uso de vacio y el compuesto 3
5.1.2.1 Reaccion deNd\r usando un equipo de microondas

En el primer método se utilizé una mezcla de 1-nafpll4 base adecuada, una mezcla
80:20 del correspondiente disolvente yOH agitando durante 10 minutos. Posteriormente, se
agrego 4,5-dicloro-2-nitroanilinad), y se coloc6 en el equipo de microondas (Synthos 3000

Anton Paar) con agitaciéon a 176 y 13.3 bar durante 10 minutos.

TS —————
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5.1.2.2 Reaccion denNAr utilizando vacio de 150-200 mmHg

El segundo método que se utilizo para incrementar el rendimiento de los produgids de S
(7 'y 8) se baso en utilizar el intermediariped correspondiente alcohol aromatiga(6), K2COs,
vacio de 150-200 mmHg, 70 °C durante 6 horas, obteniendo los intermediari®sl6.
Finalmente, los intermediarids5 6 16 se sometieron a una hidrélisis basica para obtener los

compuestos deseadds 8como se muestra enEesquema 5.2

R R
cl NHCOCH 1 1
KI * 4 Reon KL, DMF 4 NHCOCH, _ NaOH 4§ NH,
cl NO, vacio convencional, 70°C Ij MeOH, HO Ij
cl NO, cl NO,
3 5: R= Naftilo 15: R'= Naftilo 7: R'= Naftilo
6: R= 2,3-diclorofenilo 16: R'= 2,3-diclorofenilo 8: R'= 2,3-diclorofenilo

Esquema 5.2. Reaccion modelo para incrementar el rendimiento de la reaccigkrde S

5.1.3 Estudio sobre la sintesis de los profarmacos MFR-33 y MFR-34

Para la sintesis de los profarmacos se propusieron dos estrategias.

5.1.3.1 Primera estrategia para la sintesis de los profarmacos MFR-33 y MFR-34

En la primera estrategia, los alcohdlga-by 18a-b se prepararon por tratamiento de los
bencimidazoles (compuesto alfed) o triclabendazol14)), conp-formaldehido en medio basico
utilizando DMF como disolvente; los compuestos se obtendran como mezclas de regioisbmeros
que sin separarlos se someteran a la siguiente reacclBhfosfato de trietlamoniol@) sera
generado a partir del acido fosférico y un equivalente de trietilaiiina’El grupo fosfato se
introducira empleando el fosfato de trietilamonio, el cual se hara reaccionar con los alcoholes
17a-by 18a-b recién preparados, en &El,, y en presencia de tricloroacetonitrilo para dar las
sales del derivado fosfonooximetilo de trietilamonio correspondientes; éstas, por tratamiento con
MeONa en MeOH se interconvertiran en las correspondientes sales disddicas. A todos los
derivados finales y a sus intermediarios aislados se les determinaran sus constantes fisicas y

espectroscopicas, y en su caso, se compararan con los ya repasagesn@a 5.3.
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1 1

: R R
R 1 o) O N
A R OH N
\ a O~ n S JOREY PO
T S L R
.
H Cl \_ cl N \_OH e} Na
OH o=k OZP\O- .
OH
17a, 18a 17b,18b Na
31a, 32a MFR-33a, MFR-34a
v c q
+ — + — + )
OH _Na
OtF;\OH o) P +
9 b o 1 ! 3p_4 Na
HO-P-OH ~ ——=  HO-b-O <N+j g ° R' //o' ©
’ |
OH OH  H \__ jC[N)_Rl o N
cl N K:[)—Rl
19 cl N
31b, 32b MFR-33b, MFR-34b

13, 17a, 17b, 31a, 31b, MFR-33a, MFR-33IR! = 1-naftilo
14, 18a, 18b, 32a, 32b, MFR-34a, MFR-34IR* = 2,3-diclorofenilo

Esquema 5.3.Ruta sintética de la primera estrategia para obteteR-33 y MFR-34. Reactivos y

condici

ones: (a) CHD, CHCl,, temperatura ambiente; (b) 1 eq de {CH)sN, CH.CI,, temperatura

ambiente; (c) GCCN, DMF, temperatura ambiente; (d) MeONa, MeOH.

5.1.3.1.1 Sintesis de los acetiloximetilbencimidazoles 20 y 21

Para demostrar la existencia de los hidroximetil derivados del compuestdAlfa (

triclabendazol 18), se realiz6 una reaccién de acetilacion para la formacion de los acetiloximetil

derivados 20y 21). Utilizando el correspondiente hidroximetil derivado, 4-dimetilaminopiridina,

anhidrido acético, C#€I> con agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas. Obteniendo la

mezcla de regioisomeros del compuesto 2@a2thia-b(Esquema 5.4.

1 1
R N R N
| S—SsCH,4 o 0 jC[ N—SCH,4
R2 N + /U\OJJ\ R2 N
(e}
17a = R= 1-naftiloxi, R? = Cl D 1.072 20a = R= 1-naftiloxi, R? = ClI
17b = R'= Cl, R?= 1-naftiloxi 20b = R= Cl, R?= 1-naftiloxi
18a = R= 2,3-diclorofenoxiR? = Cl 21a = R=2,3-diclorofenoxiR? = Cl
18b = R'= Cl, R?=2,3-diclorofenoxi 21b = R= Cl, R?>=2,3-diclorofenoxi

Esquema 5.4. Demostracion de la obtencion de los derivados hidroximetil bencimidazoles.

Debido a que las reacciones posteriorg#s 18 de esta estrategia no se lograron llevar a

cabo, se decidio estudiar rutas alternas a estos intermediarios.

R S ————
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5.1.3.1.2 Reacciones adicionales utilizando el intermediario 17
5.1.3.1.21 Estudio sobre 36

Con el mismo principio, se intentd sintetizar el intermedid@iocon el cual se pretendia
gue el oxigeno del hidroximetilo d& llevaria un ataque nucleofilico al clorofosfato de dietilo
(37). Esta reaccion se realizd utilizando diferentes bases, disolventes y condiciones de

temperaturasquema 5.%.

o
° i

cl-P-0 condiciones N—s
DGR T
| s
oH 0 N
17 37 36 <0

Esquema 5.5. Sustitucion nucleofilica.

5.1.3.1.2.2 Estudio sobre 39

Con el propdsito de sintetizar un intermediario que fuera atacado nucleofilicamente por un
fosfato con una carga negativa, se intenté obteB6rugilizando cloruro de-toluensulfonilo en
medio basico con diferentes disolventes polares aproticos. Posterior@®esadharia reaccionar

con 19para obtener 31

¢ K:[N\*S

0=5=0 o} N
Base c NN Q Vs
© N + — hy 4 HO-P-OH  ————= .
jC[ \>—S Disolvente o (') Disolvente Cl ’\5
cl N 0=57° .

0
on NH(CH ;CH3)3 2 on
0=h
OH
17 38 39 19 31

Esquema 5.6. Sustitucion nucleofilica.
5.1.4.1 Segunda estrategia para la sintesis de los profarmacos MFR-33 y MFR-34
La segunda estrategia que se siguio para la sintesis de los profarmacos del compuesto alfa
(MFR-33) y triclabendazol \IFR-34) se muestra en &@squema 5.7 Para introducir el grupo

fosfato se empled el fosfato db-terc-butilclorometilo @8), recién preparado a partir del

clorosulfato de clorometila2{) y fosfato monohidrogeno d#-terc-butilo (24), de acuerdo a lo
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reportado, con algunas modificaciorieé&l compuesto alfal@) y triclabendazol14) se trataron

en medio basico y en condiciones anhidras para dar el derivado triester de 28s6a88)(que

se obtuvo como mezclas de regioisomeros, resultado de la sustitucion en ambos nitrégenos del
anillo de bencimidazol. La desproteccion del triéster se llevo a cabo utilizando HCI en dioxano,
lo que condujo a la formacion de los fosfatos dihidrog@iad(32) los cuales se convirtieron a

las sales disodicas deseadd&R-33 6 MFR-34) por tratamiento con NaOH en MeOH®1

C C|—\ (I)I 7<(|3 b 7<O a (13
P

c|-§—o|—| 4+ CH,BICIl — o—ﬁ—c| + O=F|’—OH - o:FIJ—o' Na' - o= | —H
074 074 o)
25 26 27 24 23 22

13,14 28

MFR-33a, MFR-34a MFR-33b, MFR-34b 3la, 32a 31b, 32b

13, 29a, 29b, 31a, 31b, MFR-33a, MFR-33tR= 1-naftilo
14, 30a, 30b, 32a, 32b, MFR-34a, MFR-34iR'= 2,3-diclorofenilo

Esquema 5.7. Procedimiento general para la sintesis de los profarmacos MARF33-34. Reactivos y
condiciones: (a) KMn@ NaHCQ, H,O, 0-5 °C; (b) HCI, 0-5 °C; (c) reflujo 70 °C; (d) NaH& -
BusNHSQ,, CH.Cl—-H,0, 0 °C—-temperatura ambiente; (e) NaH, DMF, temperatura ambiente; (f) HCl 4 M
en dioxano, temperatura ambiente; (g) NaGidHemperatura ambiente.

51411 Sintesis de clorosulfato de clorometilo (27)

El clorosulfato de clorometilo2f) es un reactivo versatil que se utiliza para realizar

clorometilaciones a diferentes compuestos organicos. Este reactivo es relativamente costoso
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(Numero de producto 656682-2g, 1,915.00 MXP, 97% de pureza de Sigma-Aldrich). Debido a
que se contaba con las materias primas se realizo la reaccion segun lo reportado por Binderup y

Hansen Esquema 5.8.'%°

O Reflujo, 70 °C Cl—~ @
Cl- S OH + CH,BICl —— » O- ﬁ—C'

O

25 26 27

Esquema 5.8 Reaccién para generar.27

5.1.4.1.2 Sintesis de fosfato de t#irc-butiltetrametilamonio (35)

Por los bajos rendimientos que se obtuvieron en la sintesis de fosfatotede di-
butilclorometilo @8) a partir de fosfato monohidrégeno detetie-butilo (24) y clorosulfato de

clorometilo @7), se sintetizo el compuesto §6e incrementé el rendimientegquema 5.9.

*F HOT — N *F
OO | (@)

W o \ /O
0" OH Acetona, 0-8C O o _,1,*_
|
24 35

Esquema 5.9. Sintesis de intermediario alterno 35

5.2 Determinacion de solubilidad, estabilidad acuosa e hidroélisis enzimatica
5.2.1 Determinacion de solubilidad acuosa
5.2.1.1 Preparacion de la muestra

La solubilidad acuosa del compuesto alf8) triclabendazol X4) y los profarmacos
MFR-33 y MFR-34 se determind por triplicado e individualmente, en agua desionizada
siguiendo el procedimiento de YalkowskilLa muestra se prepard por la adicion en exceso del
compuesto a evaluat3y 14, 10 mg;MFR-33 y MFR-34, 50 mg) en agua desionizada {y 14,

10 mL; MFR-33 y MFR-34, 2 mL) contenido en un tubo con tapa. La muestra se agitd a
temperatura ambiente por 48 horas para llegar al equilibrio entre las dos fases. Posteriormente, el
tubo se centrifugd a 4500 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente, tomando la alicuota del
sobrenadante cristalino. Las muesttdy 14 se leyeron directamente, mientras que las muestras

de MFR-33 y MFR-34 se diluyeron tomando una alicuota de 0.1 mL y aforando a 100 mL, de
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ésta se tomd 1 mL y se aforé a 2 mL, para finalmente leer en el espectrofotometro e interpolar en
las curvas de calibracion previamente elaboradas. Las curvas de calibracion se presentan en el

procedimiento experimental (pagina 99-101).

5.2.1.2 Preparacion de la curva de calibracion

Se realizé un barrido del compuesto alfd)( triclabendazol X4) y de los profarmacos
MFR-33 y MFR-34 obteniendo los maximos y minimos. Las longitudes de onda maximas que se
utilizaron para evaluar la solubilidad #8, 14, MFR-33 y MFR-34 fueron 305, 306, 305 y 304
nm, respectivamente. Por dltimo, para determinar la concentracion de la muestra problema se
construyo la curva de calibracion (0.2, 1.6, 3.2, 6.4y 12.8 pg/mL1Bard 4; 2, 4, 6, 10 y 20
ug/mL, para MFR-33y MFR-34) para posteriormente interpolar las muestras recién preparadas.

5.2.2 Determinacion de estabilidad acuosa
5.2.2.1 Preparacion de la muestra

La determinacion de la estabilidad acuosa se realizdé por triplicado, preparando una
solucion de 10 mg del correspondiente compudsgoléd, MFR-33 o MFR-34) en 10 mL de una
solucion amortiguadora 0.1 My a pH de 1 (KCI/HCI) y 7.4HRQJ/KH2PQy), obteniendo una
concentracion de 1 mg/mL de compuesto a analizar. En el cdydi! la suspension se filtrd
a través de un filtro WHATMAN 25 mm GD/X CA (filtro membrana de polipropileno).
Posteriormente, 5 mL de la solucionMER-33 y MFR-34 se diluyeron con 10 mL de solucion
amortiguadora (si es necesario se aplicod factor de dilucién (1:2) en caso de que la lectura no
cayera dentro de la curva de calibracién). Las soluciones se guardaron a temperatura ambiente
(25 °C) durante 26 horas. La estabilidad de los compué&o$4, MFR-33 y MFR-34 se
determiné por UV-HPLC comparando las areas bajo la curva correspondientes a los compuestos
al tiempo cero (t0) y después de 26 horas de incubacion utilizando las mismas longitudes de onda
gue en la determinacion de la solubilidad acuosa.

5.2.2.2 Preparacion de la curva de calibracion

Se prepararon curvas de calibracion de los compu#&8tdst, MFR-33 y MFR-34, a
diferentes concentraciones 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 @/l paral3y 14; 1, 2, 3, 4 y 5 pg/mL para
MFR-33 y MFR-34.
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5.2.3 Determinacion de hidrolisis enzimatica
5.2.3.1 Preparacion de la muestra

La velocidad de hidrdlisis enzimatica de los profarmabtisR-33 y MFR-34 se
determiné por duplicado en una solucion de fosfatasa alcalina a 37 °C a pH 7.4. La fosfatasa
alcalina EC 3.1.3.1 (Tipo VII-S: de mucosa intestinal de bovino 3546 unidades/mg; 32372
unidades/mL) se obtuvo de Sigma (St. Louis, MO, USA). Se disolvieron los profarmegbes
33(0.2474 mg, 0.5 umol) MIFR-34 (0.2568 mg, 0.5 pmol) en 2 mL de una solucion buffer Tris
(tris(hidroximetil)aminometanop.1 M. La soluciéon se colocd en un bafio maria a Q7 °
posteriormente se agregd a la solucion 2 pL (64.7 unidades) de fosfatasa alcalina. Se retiraron
200 pL de muestra a predeterminados intervalos de tiempo (0.5, 0.75, 1, 3, 5 y 10 minutos) e
inmediatamente se agregaron 200 pL de acetonitrilo frio para precipitar la proteina. Después de
mezclar, las muestras se centrifugaron por 10 minutos a 14,000 rpm. El sobrenadante claro se
analizé por HPLC para determinar la cantidad de profarmaco restante. La vida media de pseudo
primer orden tg2) para la hidrélisis del profarmaco se calculé de la pendiente de la proporciéon

lineal de la gréfica logaritmica de profarmaco remanente contra tiempo.

5.2.3.2 Preparacion de la curva de calibracion

Una vez conocida la longitud de onda maxima, se preparo una solucién patron de 1000 pg/mL de
los profarmaco$/FR-33 y MFR-34, utilizando 10 mg del correspondiente profarmaco y 10 mL

de agua desionizada. Posteriormente, se realizaron las correspondientes diluciones para prepara
la curva de calibracion (15, 30, 50, 75, 100, y §0OnL). Tanto la curva de calibracion como

las muestras se prepararon y leyeron el mismo dia.

5.3  Parte biologica
5.3.1 Evaluacion in vitrode la actividad fasciolicida de MFR-33

Para evaluar la actividad fasciolicida del compueBtBR-33 como mezcla de
regioisomeros, se utilizaron fasciolas desenquistadas artificialmente (aproximadamente seis horas
después del desenquistamiento). Posteriormente, las fasciolas recién desenquistadas se
suspendieron en 90 mL de medio de cultivo (RPMI)-fa#és 90 mL de suero bovino y 1.5 mL
de antibiético (Penicilina y Streptomicina) a una densidad de 100 individuos/mL. Se utilizaron 5
mg del compuesto experimental colocados en una botella universal (capacidad de 30 mL),

agregando 0.1 mL de metanol para disolver el compuesto. A partir de ahi se realizaron las
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diluciones necesarias con agua destilada para preparar concentraciones de 50 y 10 mg/L. Se
utilizaron cajas de cultivo de 24 pozos marca NONGn cada pozo se depositaron 1.6 mL de
medio de cultivo (RPMI/suero bovino), 0.2 mL de la concentracion de compuesto a evaluar y 0.2
mL de RPMI conteniendo 10 fasciolas por pozo. Por cada placa se utilizaron pozos testigo
conteniendo fasciolas sin compuesto, ademas de que se incluye un grupo testigo con un farmaco
de referencia (Triclabendazol-FasifiéXovartis). Cada concentracion se realizé por triplicado.
Cada prueba permanecio en incubacion®€ rante 4 dias bajo una atmdésfera de &13%.
Las fasciolas bajo estudio se examinaron a las 24, 48 y 72 horas post-exposicion al compuesto
mediante un microscopio invertido a 40x. La actividad de los compuestos se determind
comparando la sobrevivencia de las fasciolas tratadas con relacion a las fasciolas del grupo
testigo. Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo condiciones asépticas en una campana
de flujo laminar. La eficacia se determind utilizando la siguiente fériula:

No de fasciolas en el grupo testigo — No de Fasciolas en el grupo tratado

% de efectividad = - - x100
No de Fasciolas en el grupo testigo

Cuando el extracto muestra una eficaoiitro mayor al 80% se considera que posee

actividad fasciolicida>**

5.3.2 Evaluacion in vivade la actividad fasciolicida de los profarmacos MFR-33 y MFR-34

Se utilizaron 24 ovinos criollos, de sexo indistinto, entre 10 y 12 meses de edad, libres de
infeccion porF. hepatica.Los animales se infectaron por via oral con 200 metacercarias del
parasito por ovino. Dichas metacercarias se obtuvieron de cardggt@saea bulimoides
infectados en el laboratorio con miracidios de origen bovino. El profarivie®-33 se
administr6 en una dosis Unica por diversas vias de administracion: 12 mg/Kg/via oral, 4
mg/Kg/via intramuscular y 4 mg/Kg/via subcutdnea. De todos los ovinos se tomaron muestras de
heces durante los dias 0, 95 y 105 post-tratamiento; con la finalidad de diagnosticar positivo o
negativo a huevos de. hepaticautilizando la técnica de sedimentacion. A los 15 dias post-
tratamiento, todos los ovinos se sacrificaron con la finalidad de extraer su higado para colectar y
contar el nimero de vermes presentes, determinando el porcentaje de reduccién de trematodos er
los grupos tratados en relacion con el numero de pardsitos presentes en el grupo testigo. La

eficacia se mide utilizando la siguiente férmtifa:
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% de efectividad = No de huevos o Fasciolas en el grupo testigo — No de huevos o Fasciolas en el grupo tratado X100
0 de efeclividad = No de huevos o Fasciolas en el grupo testigo

De manera similar, se evalu6 el profarmdtfeR-34; sin embargo, este compuesto se administrd
solo por via intramuscular a concentraciones de 4, 6 y 8 mg/kg.

T TS —————
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Capitulo 6. Resultados y Discusion
6.1  Consideraciones para el disefio

El disefio deMFR-33 y MFR-34 se baso en estudios realizados con compuestos 1
bencimidazol-2-carbamato de metiioEste tipo de moléculas son derivados biorreversibles con
un grupo ionizable fosfonooximetilo, las cuales mostraron buena eficacia terapéutica, alta
solubilidad y estabilidad acuosa, ademas de mostrar labilidad en presencia de fosfatasa alcalina

(Esquema 6.}.

/
= N >—O o
R | H—n . /
XN Fosfatasa alcalina N \>—O
) > Ri— [ D—NH
+ A N
O _Na
_p-O H
o=\ .
O Na
Derivado biorreversible Principio activo

Esquema 6.1. Derivados biorreversibles d¢-lencimidazol-2-carbamato de metilo tomados como
modelo.

Dada la relevancia de los estudios antes mencionados, se disefaron los derivados
biorreversiblesMFR-33 y MFR-34, cuya bioconversion al compuesto alfa o al triclabendazol,
respectivamente, se llevaria a cabo en dos pasos. El primero, una desfosforilacion empleando
enzimas para generar el intermediario hidroximelilpy el segundo, la descomposicion quimica

espontanea de HI farmaco precursor y formaldehidesiuema 6.2.
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1
R

R' o N
A\
o N Derivatizacion K)I’\P_SCHs
KI PSCHg c _
cl N

Y

o _ .
MFR-33 __p-O Na

H o=h =
MFR-34 o0 .
13-14 Na
(Pobre solubilidad acuosa) (Soluble en agua)
K, Hidrolisis
enzimatica
1
R’ o R Q _
R G S WP TS S
\ H™ H | H—scH "
| D—scCHj, Descomposicion N 3 Na”
cl N espontanea Cl a
H OH

13, MFR-33, Il = 1-naftilo
14, MFR-34, Il = 2,3-diclorofenilo

Esquema 6.2. llustracién de la estrategia de profarmaco utilizada.

Ademas, la implementacion de esta estrategia se bas6 en que tanto el compuesto alfa
como el triclabendazol en estado sélido, al igual que muchos otros bencimidazoles, presentan
diferentes interacciones intermoleculares como puentes de hidrogeno e interaccigngse
provocan una estructura con un acomodo dificil de romper por las moléculas de agua, siendo las
interacciones soluto-soluto, las que predominan sobre las interacciones soluto-disolvente. Con el
propésito de cambiar este empaquetamiento, se decidid alterar la estructura de este principio
activo retirdndole el hidrogeno de la posicion 1 del nucleo bencimidazélico y en su lugar colocar
una porcién estructural que evite la formacion de este enlace intermolecular y que contenga un
grupo ionizable como los fosfatos. Con ello se espera incrementar la solubilidad acuosa y con
ayuda del metabolismo se pueda hidrolizar el grupo fosfonooximetilo, generando al principio

activo sin disminuir significativamente la liposolubilidad de los compuestos precursores.

Un aspecto importante en el disefio de los derivados biorreversibles tripartitas como
MFR-33 y MFR-34 es la toxicidad. Como se ha indicado en los antecedentes, el triclabendazol,

a las dosis administradas (10 mg/Kg), es generalmente bien tolerado; y el hecho de no utilizarlos

S ——



Capitulo 6. Resultados y Discusio

" por tiempos prolongados abre un amplio margen para la seleccion de los modificadores. Estos
compuestos como se obserzaquema 6.2liberan al acoplador en forma de formaldehido
compuesto clasificado como moderadamente téxico por el valor de ssieDlatas (26666.6
umol/kg, 800 mg/kg, via oral; 2897.1 pmol/kg, 87 mig/kia intravenosd).” Sin embargo, al
administrar estos derivados en relacion equimolar al triclabendazol (10 mg/Kgnii/Bg) la
cantidad liberada de formaldehido (27#0l/kg), no alcanza la Db Por esta situacion, la
liberacion de formaldehido ha sido previamente utilizada en el disefio de otros profarmacos que
no se administran por tiempos prolongados, tales como fosfenitguaa 6.1). Un elemento
adicional a tomar en cuenta, es que al incrementar la solubilidad acuosa del triclabendazol y

compuesto alfa, probablemente la dosis administrada seria menor.

- +

o) @) Na
[ .
O-P-0O

HN//< +
Q N—/ O Na

Figura 6.1. Estructura de la fosfenitoina.
6.2  Sintesis del compuesto alfa (13) y triclabendazol (14)

Para la sintesis del compuesto alfa y triclabendazol se comenzé de la 3,4-dicloroanilina

comercial obteniendo resultados similares a los reportaesa(6.1)."* 1
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Tabla 6.1. Resultados de la sintesis del compuesto alfa y triclabendazol

Sistema de Punto de fusion Rendimiento

Estructura Sustituyentes R elUCiomP (°C) (%)
Cl NHR

ji:f R=COCH;(2) 0.30 | 123.7-124.3 94
Cl
Cl NHR

]i:[ R=COCH (3) 0.39 I 125.8-126.5 80
cl NO,
Cl NHR

]@[ R=H (4) 0.57 I 178.8-179.5 91
cl NO,

Ar

Ar= L-naftilo (7) 0.56 1l 145.8-146.5 72

(I)I:[NHZ

Cl NO, Ar= 2,3-diclorofenilo 8) 0.60 1] 149-150 68
]

X

A
4 NH, Ar= 1-naftilo 9) ND2 - ND? ND?
c NH, Ar= 2,3-diclorofenilo (0) ND* e ND? ND?*
Ar Ar= 1-naftilo (15)
S NHR R=COCH; 0.58 v 176-177 90
Ar= 2 3-diclorofenilo (6)
CII INHZ R=COCH, 0.56 v 160.5-161.2 87
A
('; N Ar= 1-naftilo (12) 0.4 I 273-275 85
@t
cl N Ar= 2,3-diclorofenilo 12) 0.35 1] 294-295 87
H
Ar =1- i
5 Ar= 1-naftilo (13) 0.4 I 192-193 95
N Compuesto alfa
| D—scHs
N i .
Cl N Ar= 2,3-diclorofenilo 14) 0.45 I 176-177 92

Triclabendazol

aND no determinadd)jos sistemas de elucién se encuentran en la seedi¢h

Los puntos de fusion y los espectros de IR, EM y RMNYy °C de todos los
intermediarios para llegari8-14, fueron consistentes con los reportados en la literdtifia; '
los cuales se pueden observar en la seccion dedproeato experimental y el apéndice 1 de
espectros. También, se logré asignar los hidrégenos del compuestol@lfanddiante
espectroscopia de RMN HSQC, HSMC y NOESY. ErfFigura 6.2 se muestra el espectro

NOESY que demuestra la asignacion de los diferentes hidrégenos.
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1 (ppm)

85 84 83 B2 81 80 79 78 77 76 25 M4 73 72 71 70 69 68 67 65 65 64
f2 (ppem)

Figura 6.2. RMN NOESY para identificar los diferentes hidrégenos en el compuesta3lfa (

Es importante mencionar, que en estudios anteriores se logro sintetizar el compuesto alfa
a escala de 100-150 g con rendimiento global de 51% a partiemiedproceso de 5 pasos.

Por otra parte, se obtuvieron buenos rendimientos en la mayoria de las reacciones; sin
embargo, se observo que en la reaccion de Sustitucion Nucleofilica Aromga#fice §yartir de
4,5-dicloro-2-nitroanilina4), el rendimiento global se reducia considerablemente. Por esta razon,

se decidio explorar esta reaccion.
6.2.1 Sustitucion nucleofilica aromatica ($Ar)

Reportes anteriores describen esta reatc#partir de 1 eq del compuegtol.1 eq d&
06, 1.5 eq de KCOz en HO/DMF a 12(°C durante 8 horagéquema 6.3. En la obtencion del

compuesto deseadd ( 8), se logré observar un producto secundario.
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1
R

Cl NH K,CO. )
2 1 7 0O NH,
e — s YT
Cl NO
2 DMF, H,0 cl NO,
4 5-6 7-8
5= R'= 1-Naftol 7= R'= 1-Naftol
PM 207.02 1 . . 1 . .
6= R"= 2,3-diclorofenilo 8= R"= 2,3-diclorofenilo

Esquema 6.3. Sustitucion nucleofilica aromatica reportada.

El producto secundario se logro identificar, el cual correspondi6 a 4-cloro-5-
(dimetilamino)-2-nitroanilina con un punto de fusion de 173-174 °C, la formacion de dicho
compuesto se confirmd con espectrometria de masas mostrando el pico correspondiente al ion
m/z215 (100%) concordante con la masa molecular calcuEdespectro de RMNH mostré
una sefal simple a 2.87 ppm con integracion para 6H correspondiente a los metilos de la amina,
una sefal amplia intercambiable conODa 7.50 ppm que integré para 2H asignable a los
protones de la amina; ademas, las sefiales correspondientes a los protones del benceno que so
sefales simples en 6.53 y 7.93 ppm que integran para 1H cada una. Esta reaccion se estudic
utilizando bases como NaOH y NaH&Observando la formacion en mayor cantidad del
producto secundario cuando se utilizd NaOH. Este producto surge de la descomposicion de DMF
usada como disolvente en la reaccion, al poner en contacto con una base, ditas
temperaturas; se genera dimetilamina y acido férmico. Asi, la dimetilamina funcion6 como
nucledfilo llevando a cabo lav8r sobre la materia primat). El tratamiento de purificacion de
esta reaccion es complicado ya que se obtiene una resina, la cual se purifica en una columna
cromatografica, como se describe en el apartado de procedimiento experimental. Para tratar de
solucionar esta problematica, la reaccion se estudié usando dos metodologias, una de ellas fue
llevar a cabo la reaccion utilizando un equipo de microondas y otra haciendo uso de vacio de
150-200 mmHg, ademas de utilizak(4,5-dicloro-2-nitrofenil)acetamida3) como materia

prima.
6.2.1.1 Reaccion deNi\r usando un equipo de microondas Synthos 3000 Anton Paar

La reaccion de\r se estudio empleando como base@®@ y NaOH, una mezcla 80:20
del correspondiente disolvente y agua, generando el alcoxido. Se utilizo 1.1 eq del alédhol (
agitando durante 10 minutos. Posteriormente, se agregd 1 eq de 4,5-dicloro-2-nitragnijina (

se colocé en un equipo de microondas con agitacion &QA%513.3 bar durante 10 minutos.
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Culminado el tiempo, se elimino el disolvente a presion reducida obteniendo una resina, la cual
se suspendid en una solucién acuosa saturada de NaCl, generando un solido cuya ccf mostré
varias manchas, lo que dificulté el aislamiento y purificacion del producto deseado. El solido se
aisl6 y purific6 mediante una columna cromatogréfica (utilizando un sistema 90/10

Hexano/Acetato de etilo), obteniendo rendimientos bajos que son reportados en la Tabla 6.2

Tabla 6.2 Resultados de la sintesis del compuesto alfa en microondas

Tiempo Rendimiento Punto de fusion
(min) (%0) W)

175 °C, 13.3 bar 10 38 149-150

Reactivos Condiciones

a) 1.1 eq. de 1l-naftol o 2,3-diclorofenol,
1.5 eq. de N&COs, DMF/H0 y 1 eq de3

b) 1.1 eq. de 1-naftol o 2,3-diclorofenol,
1.5 eq. de NALOs, ACN/H0 y 1 eq d&8

¢) 1.1 eq. de 1-naftol o 2,3-diclorofenol, 1
eg. de NaOH, DMF/KD y 1 eq de3

d) 1.1 eq. de 1-naftol o 2,3-diclorofenol, 1
eg. de NaOH, ACN/ED y 1 eq de8

175 °C, 13.3 bar 10 30 149-150
175 °C, 13.3 bar 10 35 149-150

175 °C, 13.3 bar 10 30 149-150

Como se observa en [&abla 6.2 los rendimientos de las reacciones utilizando
microondas son menores a los reportados; ademas, el método de purificacion fue mas
complicado. Aun no se encuentra descartado el hacer la reaccion utilizando como materia prima 3
en lugar det, ademas de probar otras condiciones para poder optimizar esta reaccion mediante la

radiacion con microondas ya que es una forma alterna para disminuir tiempos de reaccion.

6.2.1.2 Reaccion deNAr usando vacio de 150-200 mmHg

Recientemente, se publicé una patente que describe un nuevo proceso de sintesis del
triclabendazof® en la que se sintetiz6 el intermediario deArS utilizando 3,4-dicloro-2-
nitroacetanilidag) y 2,3-diclorofenol, con vacio obteniendo altos rendimientos. Esta reaccion se
extrapolo a la sintesis del compuesto alfa, utilizando 1 eq del comBuéstoeq der-naftol, 1.5
eq de NaCOs, DMF y vacio de 150-200 mmHg a 70 °C durante 6 horas. Consecutivamente, se
evaporo el disolvente a presion reducida y se adicioné agua, generando un soélido amarillo. Al
sélido se le realiz6 una extraccion soélido-liqguido con MeOH obteniendo el compuestérde S
deseadoql) con un rendimiento del 90%. La formacion de dicho compuesto se confirmo en el
espectro de IR, donde se observaron dos bandas a 334p &h719 crit correspondientes al
NH y CO de la acetamida, respectivamente. Ademas, la espectrometria de masas mostro el pico
correspondiente al iom/z356 (100%) concordante con la masa molecular calculada. El espectro

de RMN'H mostré una sefial simple a 1.93 ppm con integracién para 3H correspondiente al

e
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metilo de la acetamida, una sefial amplia intercambiable gona10.21 ppm que integr6 para

1H asignable al protén de la amida. Ademas, las sefales correspondientes a los protones
naftalénicos integraron acorde al producto des2adGonsecutivamente, el producto déAEse

hidrolizé utilizando NaOH en MeOHA® a una temperatura entre 70-80 °C para obigen

90% de rendimiento. El aumento del rendimiento de la reaccion se debe a que la matefia prima
esta mas favorecida para sufrir el atague nucleofilico del alcoxido en comparacbgumes

utilizado comunmente. Por otra parte, la descomposicion de DMF no se gener6 debido a que la
reaccion se coloc6 a una temperatura menor de 120 °C a 70 °C y ausencia de agua. El vacio
aplicado probablemente nos ayudd a mantener el reflujo, ademas de que las moléculas estuvieran
en un constante movimiento con la energia necesaria para generar el choque y se llevara a cabo |z
sustitucion nucleofilica. Los cuatro productos obtenidhs8( 15 y 16) por ambos métodos,
coincidieron erRf, punto de fusion y constantes espectroscépicas. Sin embargo, es contundente
el aumento en el rendimiento y la facilidad de purificacién de los compuestos dese8dos (

utilizando a 3y vacio de 150-200 mmHg en comparacién a los reportados.

Es importante mencionar que utilizando esta metodologia se logré mejorar el rendimiento global

de los compuestos deseadBs/ 14, con un 91% y 90%, respectivamente.
6.2.2 Difraccion de rayos X

Ademas de caracterizar todos los compuestos deTdbla 6.1 por técnicas
espectroscopicas y espectrométricas, el compuestal8jfag logré cristalizar de metanol. Los
cristales generados cumplieron las caracteristicas para realizar un estudio de difraccion de rayos
X, obteniendo la estructura tridimensional del compuesto EBa €l cual se encuentra con una
molécula del disolvente en su celda unitaria. Como se ha comentado anteriormente, una de las
caracteristicas de los compuestos bencimidazdlicos es la baja solubilidad “adtiwsesta
cristalografia, se puede observar diferentes interacciones intermolecularescgnpoientes de
hidrbgeno que mantienen unidas a estas moléculas y que son dificiles de romper por las

moléculas de agu&igura 6.3).**¢
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Puentes de hidrogeno

Interacciones m- T
Figura 6.3. Celda unitaria del compuesto alf&)(y estructura molecular con una molécula de metanol.

6.3  Estudio sobre la sintesis de los profarmacos MFR-33 y MFR-34

Como se ha mencionado anteriormente, los fosfatos son una herramienta importante para
generar profarmacos en la industria farmacéutica, ya que son utilizados para mejorar las
propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas de compuestos bioldégicamente activos. Con el
propodsito de obtenerMFR-33 y MFR-34, se propusieron dos estrategias de sintesis; la primera
consiste en hacer un derivado hidroximetilo que puede llevar a cabo un ataque nucleofilico a un
fosfato que tiene un buen grupo saliente, formalizando un enlace covalente oxigeno-fésforo. La
segunda estrategia, consiste en hacer un derivado fosfatado que contenga un buen grupo saliente
y posteriormente, se lleve a cabo el ataque nucleofilico por parte del nitrogeno del nucleo
bencimidazdlico, formando un enlace covalente entre el nitrdgeno del imidazol y el carbono de

grupo fosfonooximetilo.

6.3.1 Primera estrategia para sintesis de los profarmacos

6.3.1.1 Sintesis de los hidroximetilbencimidazoles 17 y 18

La primera estrategia comenzd con la sintesis de los correspondientes hidroximetil
derivados del compuesto alfa7@-b) y triclabendazol 8a-b). Esta reaccién se realizd bajo
diferentes condiciones, variando el nimero de equivalentes de formaldehido y la temperatura,
empleando CBCl> como disolvente. Se observd que la reaccion fue optima utilizando 1.5

equivalentes de formaldehido a temperatura ambiente, con agitacion constante durante 3 horas.
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Cabe resaltar que se formd una suspension al cd8ebt en CHCl», y que posteriormente al
agregar el formaldehido al 37% esta suspension se disuelve formandose de nuevo la suspension
pocos minutos después. El producto crudo se lavé cons@HC{10 mL), obteniendo un sdlido

blanco del compuestb7-18como mezcla de regioisdmeros en una proporcion 5SE&guema

6.4).

1

R 1
R OH
0 N N .
N\
K)I )—SCH + | )—SCH,4
Cl N cl N
OH
17a, 18a 17b,18b

17a, 17b:R! = 1-naftilo
18a, 18b:R! = 2,3-diclorofenilo

Esquema 6.4. Obtencién de mezcla de regioisémeros.

Se observé que ademas de los regioisomeros desé@dapsb; 18a 18b), si se agrega
un exceso de formaldehido mayor a 1.5 equivalentes, se obtienen otros regioisbraérbs(’
para el compuesto alfa {8a’-18b” para el triclabendazol) en menor cantidad. Estos

regioisomeros corresponden a los compuestos ilustrados en la Esquema 6.5

1
R

(I) N 1 O//OH
N\

CQN%S\ + N//
o Cm@_ i

\\OH

O-2

17a’, 18a 17b",18b"
17a’, 17b":R" = 1-naftilo
18a’, 18b":R! = 2,3-diclorofenilo
Esquema 6.5. Obtencidn de mezcla de regioisomeros con exceso de formaldehido.

En la Figura 6.4 se muestra la RMNH en el cual se observa la existencia de los
regioisomerod7ay 17b, ya que las sefiales se muestran duplicadas, ademas de la existencia de
17a”y 17b’. El metileno correspondiente a los regioisomdrtsy 17b se visualizan en 5.45 y
5.55 ppm como sefales dobles y las sefiales del OH aparecen en 6.82 y 6.91 como sefales triples
Por otro lado, las sefiales correspondientes a los metilenos unidos al hidroxilo de los

regioisomerod.7a’y 17b” se presentan en 4.67 y 4.75 ppm como sefiales dobles y las sefales del
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metileno unido al nitrégeno se localizan en 5.56 y 5.67 ppm como sefales simples. Lo anterior

también se observé para el compuesto 18

17a 17b 17a 17b

Figura 6.4. RMNH de mezcla de regioisémerbga 17b, 17a’y 17b".

6.3.1.2 Sintesis de los acetiloximetilbencimidazoles 20 y 21

Para demostrar la existencia y estabilidad d&8, se realiz6 una reaccion de acetilacion
para la formaciéon de los correspondientes éste28<1). Se utiliz6 17 o 18 (1 eq), 4-
dimetilaminopiridina (0.3 eq), anhidrido acético (1.5 eq) y@kcon agitaciébn a temperatura
ambiente durante 2 horas. Culminada la reaccion, la fase organica se lavé con agua carbonatada
para eliminar los residuos acidos formados y se seco e@8ONanhidro. Finalmente, se elimind
el disolvente obteniend20-21 como un solido blanco, el cual se lavdé con hexano frio. Para
verificar la formacion del7a-b, 18a-b, 20a-b y 21a;béstos se caracterizaron por técnicas

espectroscopicas y espectrométricas reportadas en la Tabla 6.3.
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Tabla 6. 3. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de I8aip20a-by 21a-b

Estructura Constantes espectroscopicas y espectrométricas
RMN H (300 MHz, DMSQd6) &: 2.74 (s, 3H), 2.77 (s, 3H), 5.45 (d, 2K7.1 Hz), 5.55
OO (d, 2H,J=7.1 Hz), 6.63 (d, 1H,)=4.8 Hz), 6.66 (d, 1HJ=4.9 Hz), 6.82 (t, 1H,J=7.3 Hz),
o | 691 (t, 1HJ=7.3Hz), 7.35-7.50 (m, 3H), 7.58 (s, 1H), 7.60-7.73 (m, 6H), 7.88 (s, 1H), 7.93

o N +
N S (s, 1H), 7.98-8.06 (m, 2H), 8.28-8.39 (m, 2H).
JC[N% 3 CITC[N/%scHg

“on RMN 13C (75 MHz, DMSO€6) §: 14.6, 14.7, 67.0, 67.1, 104.6, 109.9, 109.9, 111112.0,
17a 17 119.0, 119.7, 120.1, 121.7, 121.8, 122.7, 122.8, 125.2, 125.2, 126.4, 126.5, 126.6| 127.3,
127.3, 128.2, 133.8, 134.9, 134.9, 135.8, 141.1, 143.0, 146.3, 146.5, 153.9, 153.9] 155.2,
155.4.
°']© a RMN *H (300 MHz, DMSGd6) §: 2.74 (s, 3H), 2.76 (s, 3H), 5.46 (d, 2H), 5.53 ZH),
a m]@ 6.64-6.72 (M, 2H), 7.34-7.26 (m, 2H),35-7.45 (m, 2H), 7.49 (s, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.85|(s,

°© N + o 1H), 7.90 (s, 1H)
[ D—scH N s L. ) .
ClKIN 3 C;C[N/%sc

RMN C (75 MHz, DMSO#6) §: 14.6, 14.7, 67.0, 67.1, 104.4, 111.1, 115.5, 11618.0,
18a 18b 119.3, 119.6, 121.4, 124.8, 124.8, 129.1, 129.2, 133.3, 133.3, 134.2, 135.7, 141.4| 143.0,
145.3, 145.5, 155.0, 155.1, 155.6, 155.8.

RMN IH (300 MHz, DMSGd6) 5: 2.06 (s, 3H), 2.17 (s, 0.65H), 2.80 (s, 0.68HP25(s,
. 2H), 6.03 (s, 0.45H), 6.74 (d, 1H=7.6 Hz), 6.84 (d, 0.1HJ=7.6 Hz), 6.91 (t, 1HJ=7.3
i N~ | Hz), 7.26 (s, 1H), 7.41-7.31 (m, 1.5H), 7.49-7.70 (m, 4H), 7.85 (s, 1H), 7.90-7.92 (m| 2H),
e °
cl N
\\O

I 8.36-8.44 (m, 1H).
N

K:[ )—SCH,

cl N

RMN **C (75 MHz, DMSOd6) &: 14.8, 20.7, 65.3, 110.0, 110.9, 111.7, 121.0,1,223.2,

20a ° 20b 125.7, 126.0, 126.7, 127.8, 132.6, 135.0, 142.6, 149.0, 153.3, 155.5, 170.1.
EM (EI, ID) m/z: 412 (M, 100%), 340 (M-72, 35%), 305 (M—107, 40%).

o RMN H (300 MHz, DMSQd6) 5: 2.06 (s, 3H), 2.11 (s, 1H), 2.76 (s, 1H), 2.773H),
u]@ c o | 7.27-7.35 (m, 1.35H), 7.40-7.44 (m, 1.23H), 7.50 (s, 0.24H), 7.63 (s, 1H), 7.88 (s, 1H), 7.98

P U]@ I (s, 0.27H).

TLpsen + [
Cl
o C.K/\[N/H° RMN C (75 MHz, DMSOd6) 8: 14.4, 20.4, 65.9, 104.2, 115.4, 118.9, 119.8, 1,2124.6,
o)\ 128.8, 132.9, 135.4, 140.6, 145.3, 154.4, 155.8, 169.7.

2la 21b

EM (EI, ID) m/z: 430 (M, 100%), 327 (M—31, 85%).

6.3.1.3 Estudio sobre la sintesis de MFR-33

Una vez sintetizad@7 y sabiendo que es un compuesto estable, se procedié a la sintesis
de MFR-33. Primero se obtuvd9 realizando una reaccion acido-base con 1 equivalente de
HsPQw y 1 equivalente de trietilamina. Posteriormente, se coloco a reaccionapacmobtener
el intermediaridl que contienen en su estructura un buen grupo saliente. Consecutivamente, se
coloc6 17 cuyo OH llevaria a cabo un ataque nucleofilico sobre el atomo de fésfdto de

generando asi el compuesto dese&dy liberando a Illcomo se muestra enEssquema 6.6
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0
OB *NH(CHCH, OO
0

O
O\ ’ N
19 MERCR, % ot jC[ »—sCH; TP O N 0
T W (o T s +
Cl .. | | N 3 Clsc)J\NHZ

OH C

Cl,C—C=N

Q
_p-OH

I 17 31 o=R I
OH

Esquema 6.6. Mecanismo de reaccion propuesto en la primera estrategia para la obtencién de 31

Es bien conocido que los intermediarios hemiaminal (carbinolaminas) son inestables, pero
en este tipo de compuestd3-18 probablemente se puedan formar puentes de hidrogeno
intramoleculares entre el OH del hemiaminal y el azufre del metiltio, formando un anillo de 6

miembros que estabilice a las moléculas y den lugar a su existesgisee(ha 6.7.

1

R 1
R o)
(I) N / Cl) Nf’ “H
TIs= + (=]
Cl N % S\
- Cl A
17a, 18a 17b,18b

17a, 17b: R' = 1-naftilo
18a, 18b: R' = 2 3-dicloro fenilo
Esquema 6.7. Formacion de puentes de hidrégeno en los derivad@s 17
Una vez optimizada la reaccion para obtdrivey 18 se continud con la sintesis 8l&; sin

embargo, los resultados espectroscopicos no muestran la existencia del compuesto deseado.

6.3.1.3.1 Reacciones adicionales utilizando el intermediario 17
6.3.1.3.1.1 Estudio sobre 36

Por otra parte, se realizaron otras pruebas para obtener un derivado foS@tadim (
embargo, no se llevé a cabo la reaccion en la que se utilizaron diferentes disolventes, bases y
temperaturas{squema 6.8y Tabla 6.4). Esta reaccion se realizo con el propdsito de formar una
especie que llevara un ataque nucleofilico al comp®&stmon la ayuda de una base incrementar

la nucleofilia del oxigeno de Y7formar al compuesto 36
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Q o N
CI-II:I’—O Condiciones K)I \>—S
0] N + o — cl N \
KI b ) o
Cl N \ (0]

\\ oﬁP/ N—
17 OH 37 36 o

\J

Esquema 6.8. Sustitucion nucleofilica.

En todas las pruebas se elimino el disolvente en el evaporador rotatorio obteniendo una
resina, de la cual precipitd un solido blanco utilizando diisopropil éter frio, el solido formado se

separ6 por filtracion al vacio.

Tabla 6. 4. Condiciones utilizadas para obtener 36

Temperatura
O

NaHCGs 0-5°C,25°Cy50°C

Reactivos Base (2 eq)

a) 1eq.17, 1.1 eq. d87y DMF
b) 1eq.17, 1.1 eq. d87y MeCN
a) 1eq.17, 1.1 eq. d87y DMF
b) 1eq.17, 1.1 eq. d87y MeCN N(CH2CHz)s 0-5°C,25°Cy50°C
c) a) leql7, 1.1 eq. d87y CH.Cl»

a) 1eq.17,1.1 eq. d87y DMF

b) 1 eq.17, 1.1 eq. d87y MeCN Sin base 0-5°C,25°Cy50°C
¢) 1eq.17, 1.1 eq. d87y CHyCl,

a) 1eq.17,1.1 eq. d87y DMF

b) 1eq.17, 1.1 eq. d87y MeCN NaH 0-5°C,25°Cy50°C
c) 1eq.17, 1.1 eq. d87y CHyCl,

Al sélido obtenido se le realizé espectrometria de masas identificando el ding@gdFigura

6.5
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Relatve shasdasce
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Figura 6.5. Espectro de Masas del sélido obtenido en la reaccion.

6.3.1.3.1.2 Estudio sobre 39

Por otra parte, se realiz6 la siguiente reaccién, ya que se pensaba que al formar un mejor

grupo saliente se podria obtener el producto desea(kksgliema 6.9.

o0 o ot
K:[,\P_ R HyPO, ELN, CHCI,

0=S=0 (@]
CH,Cl,, ELN c N\
bn o+ Yo [ >,
jC[\%S ta,26h o cl N
Cl N \ ;\S’O )

o} 0
o _p-OH
o="\
OH
17 38 39 31

Esquema 6.9. Sustitucion nucleofilica.

Una suspension di7 (1 g, 2.696 mmol), trietilamina (0.4 mL, 2.965 mmol) y 10 mL de
CH-CI, se coloc6 en bafo de hielo durante 10 minutos, posteriormente se agregd lentamente
cloruro dep-toluensulfonilo (1.114 g, 5.931 mmol) disuelto en 5 mL de@Hy se agitd a
temperatura ambiente durante 26 horas bajo atmodsfera. de Mezcla se lavd dos veces con
agua carbonatada al 5%, consecutivamente se eliminé el disolvente al vacio. El precipitado
formado se lavo con hexano para finalmente filtrarlo, obteniendo un sélido blanco, con un

rendimiento del 45% y un punto de fusion de 253*254
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En esta reaccion se utilizaron diferentes bases como trietilamina, 4-dimetilaminopiridina,
asi como piridina (esta ultima como base y disolvente); también se realizaron pruebas a
temperatura ambiente y a®®D Al colocar la reaccion a temperatura ambiente se identificaron 3
productos por ccf (en una proporcion 33.33% cada uno), se logré separar el producto menos polar
y al utilizar una temperatura de reaccion d€GG&e observo la generacion del producto menos
polar en una proporcion del 50% y de los otros de 25% cada uno. Del producto purificado se
obtuvieron los siguientes resultados espectroscopicos, logrando identificar a 6-cloro-1-(4-
toluensulfonil)-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofenoxi)-H-bencimidazol ffigura 6.6). Probablemente

se generd el compuesto de interésa@hque el rendimiento no fue 6ptimo.

— — (o]}
22 383 BRBORARYAN B © M
W 0w P P P P P P P PP O O ]
5 N ¢ { | NS/ I
| E
l o
| | N/
J | »—s
1
|| cl | 5
1 ,l | __S:
i1 |4 I ' { | o
i [ | )% \ i
I'.I I \ . i I
1 _ v 1A
Y . s e 4 — R s o e \ _
& 8 & & &
[=] — o — o
T T T :
83 82 81 80 79 78 27 16 75 74 73 72 71 70 69 68 6.7
f1 (ppm)
| | {
h» | | |

I | | ]
Y ll "M-..-'l o A ot 'MJ Lll“ll i\_.I._ -

6
f1 (ppm)
Figura 6.6. RMN'H de 6-cloro-1-(4-toluensulfonil)-2-metiltio-5-(2,3-diclorofenoxi)-1-H-bencimidazol.

6.3.2  Segunda estrategia para sintesis de MFR-33 y MFR-34
6.3.2.1 Sintesis de fosfato monohidrégeno deterc-butilo (24)

El fosfato monohidrogeno de thrc-butilo (24), ha sido utilizado ampliamente como

precursor en la sintesis de profarmacos de fosfato, debido principalmente a su estabilidad como
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reactiva'® y a la facil desproteccién una vez unido al principio activo para generar la sal
disédica’® A pesar de la importancia y simplicidad estructural2de los métodos para su
preparacion son bastante limitados; ademas, se sal# ¢paesido producido comercialmente a
través de la oxidacion del fosfito detdirc-butilo (22) con KMnQ.****?* En ésta reaccion se
generan residuos de metales pesados @gyiwn@demas para purificar el producto dese22ise
utiliza la técnica de liofilizacién. Por estas dos razones, el cosil de ha mantenido muy

elevado.

El fosfato monohidrégeno de t#rc-butilo (24) se sintetizd adaptando la metodologia
reportada en la literatural oxidando fosfito de dierc-butilo (22, 97%, CAS 13086-84-5)
comercial de Lancaster Synthesis, Inc. (Windham, NH) con KMii3te intermediario se
obtuvo con buen rendimiento (89%squema 6.1 Para poder determinar la estructura del
compuesto24 se utilizo RMNH, °C y 3P, sefiales que coinciden con lo reportado y que
confirman la estructura del compuesto dese@dp Obteniendo las siguientes sefiales (DMSO-
ds, 300 MHz,5 ppm): 1.38 (s, 18H); RMN-3C (DMSOs, 75 MHz,§ ppm): 29.7 (dJ= 4.3),
79.6 (d, J= 6.9, RMN 3P (CDC}, 122 MHz, 5 ppm): -9.03 (s).

N
) H
4’—0\ H KMnO, 4’—0\ o Na Lel 4’—0\ 0
O;P\ —_— O;P\ Em— O;P\
o NaHCQ, H,0 0 0-5°C O*‘*
22 23 24

Esquema 6.10Ruta de sintesis de 24

Debido al elevado costo y el problematico escalamiento del com@ksto 2014 se
reportdé una ruta sintética de dos pasosa cual comienza a partir de BRGl aprovecha una
oxidacion catalitica decon HO/KI para proporciona23 con 81% de rendimiento y alta pureza
(Esquema 6.1). Dado el bajo costo de los materiales de partidaz(R@l este paso, ya no se

realizaron més estudios de optimizacion.

1.'BuOH, NEt, OH KH,PQ,, KI, H,0, HO, tBu0 Q@ OtBu
> | - \ /
PCls = (BuO..P. OB — 0-P-0
2. HO Tolueno, MeCN, piridina, OK

Esquema 6.11. Ruta prevista para la sintesis de |l
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6.3.2.2 Sintesis de clorosulfato de clorometilo (27)

Clorosulfato de clorometild2{) es un reactivo altamente versatil para la clorometilacion
de fosfatos monohidrégeno de dialquilfdoacidos carboxilicos”#**?°y aminoacidos?®***Los
productos clorometilados son una clase importante de compuestos usados en la sintesis de
profarmacos??91?°~*En 1927, Fuch y Katschéf reportaron por primera vez la sintesis2de
con bajos rendimientos (30%), a través de la reaccion de paraformaldehido y acido clorosulfénico
con altas temperaturas (> 80 °C). También, se ha reportado la sinte®is adgartir de
cloroformiato de clorometilo y acido clorosulfénico con un rendimiento modesto, pero aun se
requieren altas temperaturas de reaccion. Binderup y Hahseostraron que7 podria ser
preparado por reflujo de CIGBHr y acido clorosulfonico; sin embargo, este procedimiento
produce de nuevo bajos rendimientos. Recientemente, Power demostrozquoal@®insertarse
directamente en uno de los enlaces C-CI delG#tuando la reaccion es catalizada por trimetil
borato***° no obstante27 se produce a temperatura ambiente pero con bajo rendimiento
(33%).

Para iniciar las primeras pruebas de sintesis de fosfato ele-tistilclorometilo 8) se
decidié comprar el compuesY (Numero de producto 656682-2 g, 1,915.00 MXP, 97% de
pureza) de Sigma-Aldrich. Debido al precio relativamente elevado, se concluyd en sintetizar el
compuesto 27, encontrando en la literatura diferentes métodos de sintesis mencionados
anteriormente. Por esta situacion, en este trabajo se sirétss@un lo reportado por Binderup
y Hanser’” ya que se contaban con las materias priay £6) en el laboratorio; sin embargo,
este procedimiento gener6 bajos rendimientos (20%), por la generacion significaltiVa'de
(Esquema 6.12 Para esta reaccion, se colocaron trampas de NaOH y Nav#s®atrapar el
Br. y neutralizar el HCl generados; es importante mencionar que el comRiests
lacrimégeno. El intermediarid7 se identifico por RMNH obteniendo una sefial simple en 5.58

ppm, en RMNC se observé una sefial simple en 55.8 ppm y por EM68/£20%).

o) : o~ Cl 0 0 0
Reflujo, 70 °C Cl—\ o) 9]
Il 11 A\ //
Cl-S-OH 4+ CH,BrCl ———— > 0-S—Cl ST s
[l I ClI” N\ /" ~Cl
o] 0 o] o]
25 26 27 I

Esquema 6.12Reaccion para generar y su principal impurezd ).
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A pesar de la importancia y la aparente simplicidad estructural de esta ma&gulas(
meétodos que existen no son eficientes para prepararlo con altos rendimientos y alta pureza. Para
tratar de solucionar esta situacion, en el 2012 se reportd un proceso escalable y eficaz para
obtener clorosulfato de clorometil@? a partir de CICH y &cido clorosulfénico. Este nuevo
proceso proporciona un protocolo eficiente y escalable paracan 92% de rendimiento y de
alta pureza (> 99% de area CG). Sin embargo, @lI&kh sigue siendo un reactivo relativamente

caro.

6.3.2.3 Sintesis de fosfato de tkrc-butilclorometilo (28)

Fosfato de dterc-butilclorometilo @8) se ha convertido en uno de los reactivos mas
comunes para preparar profarmacos con un grupo fosfonooximetilo. Generalmente son utilizados
para la alquilacion directa de los grupos hidroxilo o aming:'*%**%Su sintesis se informo por
primera vez en 1999 a través de reaccion de fosfato tbecdiutiltetrametilamonio 35) con
CICHzl (rendimiento 35-63%).°'*° Este enfoque requiere el uso 8y un gran exceso de

CICH2l (> 11 equiv) para minimizar la formacién 86 como se ilustra en el Esquema 6.13

N o AN
- N g “w 2
O,P\o_ ., t oo — O/P‘o + 0y 3o
—N- — + +
+ [ "* Cl
35 >11 equivalentes 28 36

Esquema 6.13. Primera ruta propuesta.

También, se ha sintetizado tdrc-butilfosfato de plata, el cual es mezclado con GICH
en benceno y agitaciébn a temperatura ambiente para get®tdr En 2002, Mantyla y
colaboradores informaron de un procedimiento mejorado que proporciond un rendimiento del
72%, basado en la reacciéon de fosfato monohidrégeno teéecdiutilo (24) con clorosulfato de
clorometilo @7, 1.5 eq) en condiciones de transferencia de fase bif4s®auiendo el ejemplo
de Mantyla con algunas modificaciones, se llevd a cabo la sintesis de este importante

intermediario 28), utilizando dos procedimientos (procedimiento A y B).
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6.3.2.3.1 Procedimiento A

El método A se realizé conforme a lo reportado por Mantyla, obteniendo un aceite de
color palido con un rendimiento del 50%suema 6.13. La formacion de dicho compuesto se
confirmé mediante RMNH mostrando una sefial doble en 1.49 ppm que integraron para 18 H
correspondientes a las dos cadenas hidrocarbonadas-etilo y una sefial doble en 5.56 ppm
que corresponde al metileno. En RM¥C debido al acoplamiento que existe con el atomo de
fosforo se observaron sefiales dobles en 29.8, 73.3 y 84.2 ppm que pertenecen a los tres carbono
con diferente ambiente quimico dentro de la molé@8p Ademas, en RMN'P se observé una
sefial simple en -11.86 ppm correspondiente a nuestro Unico atomo de fosforo de caracter

organico.

1 c
Q 6 c— @ . TBAHS, NaHCQ ~§—o\ o>

O/ \ + O_ﬁ §P/
OH o) H,0-CH,CI, 0"\
24 27 28

Esquema 6.14. Sintesis @8 reportado por Mantyla.

6.3.2.3.2 Procedimiento B

El método B se realizé conforme a lo reportado por Mantyla con algunas modificaciones.
En este caso se prepardé una sal de am@appara tratar de aumentar el rendimiento de la

reaccion y obtener el compuesto dese28pdomo se observa en el Esquema 6.15

| m
Q o c—~ 9 TBAHS, NaHCQ 0 o>
o + 0-S—Cl > p”

o, o) H,0-CHCI, )

_N_
|
35 27 28

Esquema 6.15. Sintesis propuesta para obt2&er

La reaccion para obtendb se llevo a cabo como se muestra eEsgjuema 6.16°%142
Se utilizé6 una reaccién acido-base con el correspondiente com@sestaina solucion de
hidroxido de tetrametilamonio al 25% en agua. Este compuesto se identific6 potHRVE y

31p, obteniendo por RMNH una sefial simple en 1.25 ppm que integra para 18 H que

—
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corresponden a los metilos de la cadena hidrocarbonatiercdleutilo, una sefial simple que
pertenece a los hidrogenos de los metilos del tetrametilamonio integrando para 12 H. En RMN
13C se observa una sefial doble en 30.3 ppm, una sefial triple en 54.3 ppm y una sefial doble en

72.8 ppm. En RMN'P se aprecia una sefial simple correspondiente al fésforo organico en -7.79

- s
4 et
Sbr© - O
4T>\OH Acetona, 0-5 °C 4T>\O —ll\l+—
|
24 35

Esquema 6.16. Sintesis propuesta para obta@her

Comparando el método A y B, el rendimiento del procedimiento B aumento
considerablemente por la formacion del correspondiente interme8targsto podria deberse a
que contiene un contraibn de amonio con cadenas alifaticas el cual puede funcionar como
catalizador de transferencia de fase, favoreciendo la reaccion, aumentando asi el rendimiento y
disminuyendo el tiempo de reaccion. Tanto para el método A y B se obtuvieron resultados

espectroscopicos similares, de esta manera se aseguroé la presencia del compuesto 28.interés (

Recientemente, en la literatura se ha encontrado el uso de multiples bases come, NaHCO
KHCOs, N&COs y Ko2HPQy; sin embargo, debido a diferencias experimentales, no existia ningin
vinculo claro entre la seleccion de la base y el rendimiento de reaccidn2ényre?7.
Recientemente se ha reportado que al utilizaiRQs (4.5 eq, pH 10) y RNCI (0.1 eq,
catalizador de transferencia de fase) en.@Hse ha incrementado el rendimiento 2i@
(90%).->*

En el transcurso de las reacciones, se notd que el com@&s® inherentemente
inestable, ya que al generar el compu@&qy colocandolo en almacenamiento a 0 °C por dos
dias y consecutivamente utilizandolo para obtener otro derivado, este compuesto disminuy6 su
reactividad. Es probable que el compueéXddienda a descomponerse en presencia de trazas de
acido (el compuest@8 se obtuvo de una reaccion que gener@Qd) produciendo isobutileno,

como se muestra enEsquema 6.17
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Esquema 6.17. Ruta propuesta de descomposici@8de

Recientemente, se reportd que la simple adicion de 5% molar@6z;ken una
suspension de 30% p/p @8 en CCH: dio lugar a una robusta estabilidad a largo plazo (> 1 afio
a5°C).

Por otro lado, como se ha mencionado en la sintesis de los interme2flafidy 28 que
son clave en la preparacion de muchos profarmacos, se han realizado grandes avances pare
obtener estos compuestos a escalas industriales. Cabe mencionar que todos estos c@#puestos (
27 y 28) se sintetizaron y se lograron identificar mediante RMN ya que por ccf no revelan los
compuestos.

6.3.2.4 Sintesis de los intermediarios 29 y 30

La sintesis de los intermediari@® y 30 se llevé a cabo de acuerdoEdquema 5.7
(pagina 36), a partir del compuesto ali®)(y triclabendazol 14), respectivamente. Tanti8
como 14 fueron preparados por métodos previamente repoftadds’™ con algunas

modificaciones descritas en este trabajo en la seccion de procedimiento experimental.

Para la sintesis d29 y 30, se utiliz6 1 eq del compuesto precursb3-14), 3.5 eq de
NaH, 1.3 eq de&28 en DMF a temperatura ambiente durante 24 horas. Cuando la reaccion
culmind, se obtuvo una resina a la cual se le realizd una ccf observando dos manchas. La resina

generada se eluyo sobre gel de silice utilizando como fase movil AcOEt/éter de petréleo (50/50)
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y posteriormente dietil éter, para eliminar todas las sales generadas en la reaccién;

posteriormente, se eliminaron los disolventes a presion reducida obteniendo de nuevo una resina.

La identidad de los compuestos se comprob6 por sus espectros de IR, RMN y EM. A los
dos productos observados por ccf se les realizO el correspondiente analisis por RMN
identificando la mezcla de regioisémer28a-b y 30a-b que se muestra en Esquema 6.18
Esto también se observo en la obtencion d83IMFR-33 y MFR-34.

OO RO
Rbl o-Ry i cl Rbl 0-Ry
gy, QO 4
7 =0 N 70
oy 92 e S AP
cl N\\ o) N cl N\\ o N
° 6 L), 0 . T,
o=R"™ cl N o=~ cl N
0 o

Ry Rq
Ry Ry
29a, 31a, MFR-33a 29b, 31b, MFR-33b 30a, 32a, MFR-34a 30a, 32a, MFR-34a
29a-b, 30a-b= terc-butilo; 31a-b, 32a-Ir hidrégenoMFR-33a-b, MFR-34a-b= sodio
Esquema 6.18. Mezcla de regioisomeros obtenidos.

Para el caso d29, después de eliminar las sales del medio de reaccion, a la resina
obtenida se le agreg6 un mezcla 85:15 hexano/AcOEt y consecutivamente se colocO en un bafio
de hielo con agitacion, observando la precipitacion de un sélido blanco que se filtré obteniendo
un rendimiento de 36% y un punto de fusion de 130-130.5 °C con descomposicion. Al sdlido
obtenido se le realizo una ccf observando s6lo una mancha. La estructura de este compuesto Se
identifico por IR, RMN y EM; en RMNH se observan las sefiales caracteristicas del compuesto
alfa (13), adicionalmente se cuenta con una sefial doble en 5.81 ppm correspondiente al metileno
que mantiene unido al nitrogeno del imidazol del compuesto preciBsprel oxigeno del
derivado fosfatad@8 y una sefial simple en 1.25 ppm que integra para 18 lertelbutilo
(Figura 6.7). Los regioisbmeros no se aislaron ya que a la hora de administrar los comipuestos
vivo,como buenos profarmacase hidrolizarian con fosfatasa alcalina generando a su compuesto

precursor.
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Figura 6.7. RMN!H del compuesto 29

Por otro lado, en RMN®C se observa este metileno como una sefial doble en 68.9 ppm;
en RMN 3P se observo una sefial simple en -11.78 ppm. En EMAR-ES+ se realizé el calculo
tedrico para la molécula encontradaA€3N20OsPSCI: 563.1536n/2 y el resultado experimental
563.1553m/z (30%) y un i6n molecular de 4%8/z demostrando la existencia del compuesto
deseado 29

En vista de haber logrado aislar un solo regioisomero, para poder identificarlo, se llevo a
cabo un experimento de RMN NOE-1D, irradiando el metileno que se encuentra en 5.86-5.89
ppm (Figura 6.7).
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Figura 6.8. RMN!H (TMS, DMSO-d6, 300 MHz, &n ppm) experimento NOE-1D p&ta

Conociendo el desplazamiento quimico de los hidrogenos del compuestb3plfae{
desplazamiento quimico de los hidrogenos del metileno de la parte fosfatada, se logré determinar
que el compuest@9b fue el regioisdmero aislado, ya que el metileno tiene una interaccion a

través del espacio a 7.43 ppm, esta interaccién podria ser con el hidrogeno de bencimidazol o
naftalénico como se puede observar en el Esquema 6.19

O { ‘T \dpto H “Pxo
7
x !

17 | \>_S 750 '4}7<O
| \>—s “ N N H
o | />—5\ | />—5\
O,P/ Cl N cl N
H
772 (o) H H
7/\ 7L 7.93

Compuesto alfal3) 29a 29b

Esquema 6.19. Interacciones NQ#ara identificar el regioisémero.
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Para el caso d&0, se siguid esta misma metodologia, obteniendo la mezcla de
regioisomeros en una proporcion 50:50, como se observalkEgue 6.9. En el espectro de
RMN !H se observa una sefial en 1.30 ppm y otra en 1.36 ppm que integran para 18 H cada una,
correspondientes a ldsrc-butilos; ademés, de unas sefales dobles en 5.89-5.92 y 5.97-6.00 ppm
correspondientes al metileno que une al triclabendazol y al compuesto fosfatado. EACRIN
observo una sefial triple a 68.8-68.9 ppm correspondiente al metileno. En el espectrode RMN
se observaron 2 sefales caracteristicas de los fosfatos organicos a -11.52 y -11.75 ppm. En
EMAR-ES+ calculado para %H2oN>-OsPSCk fue de 581.0600n{/ y se encontré al ion
molecular de 581.058 (2, estos resultados se pueden observar en el apéndice de espectros.
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Figura 6.9. RMN!H para el compuesto 30 como mezcla de regioisémeros (50:50).
Es importante mencionar que en los escalamientos posteriores, los regioisédaenos
30a-b, 31a-b 32a-b MFR-33a-b y MFR-34a-b no se aislaron, ya que a la hora de administrar
los profarmacosVIFR-33a-b y MFR-34a-b in vivo se hidrolizarian con la enzima fosfatasa

alcalina generando a los compuestos precursb8as14).
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6.3.2.5 Sintesis de los intermediarios 31y 32

Para la sintesis de los compues3dsy 32 se utilizaron los sélidos obtenidos en la
reaccion anterior. Para el caso 8k solo se obtuvo el regioisbmero correspondient&lia
mostrado en el espectro de RV (Figura 6.10), en este espectro se observo una sefial doble a
5.82-5.85 ppm correspondiente al metileno que mantiene enlazados al grupo fosfato y al
compuesto alfa. En RMIFC se observa el metileno como una sefial doble en 68.4-68.5 ppm; en
RMN 3P se observé una sefial simple en -2.75 ppm. En EMAR-ES+ se realiz6 el célculo tedrico
para la molécula fgH17N2OsPSCI: 451.0284m/z obteniendo como resultado experimental

451.0269 m/demostrando la existencia del compuesto deseado 31b
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Figura 6.10. RMN!H para el compuesto 31b

Es importante mencionar que para la sintes9dee observé por ccf que al lavar con el
sistema 85/15 hexano/AcOEt las aguas madres contenian al otro regioisd@apréqr esta
razon es conveniente solo eliminar las sales generadas de la reaccion y la resina obtenida
someterla a la reaccion de hidrdlisis, ya que precipita un sélido que mediante RMN se identificd
gue se obtiene la mezcla de regioisdmeros (50:50) como se ilustreigara6.11, obteniendo

buen rendimiento (90%) y un punto de fusién de 136-137 con descomposicion. En el espectro de
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RMN H (Figura 6.11) se observan todas sefiales duplicadas que demuestran la existencia de los

dos regioisomeros.
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Figura 6.11. RMN'H de la mezcla de regioisémeros pata

Esta reaccion se obtuvo una mezcla de regioisdmeros en una relacion 1:1, demostrados

por los resultados espectroscépicos obtenidos y mostrados en el apéndice de espectros.

Para el caso d&2, se utiliz6 el mismo procedimiento que p&3B por lo cual se

observaron sefiales duplicadas en RMNy 13C. En RMN 1H se observé una sefial simple a

2.73 y otra en 2.75 ppm que integran para 3H cada unaCts;Sxdemas de los metilenos como

sefiales dobles a 5.83 y 5.88 ppm. En RM®BI se observa el metileno a 68.4 como una sefial

triple. En RMN3!P se observaron dos sefiales triples a -2.57 y -2.64 ppm. En EMAR-ES+ se

realiz6 el célculo tedrico paraifE113N20OsPSCk el cual fue de 468.9348 y el encontrado

experimentalmente fue de, 468.938¥4, confirmando la existencia del compuesto deseado.
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6.3.2.6 Sintesis de MFR-33 y MFR-34

Para la sintesis ddFR-33 y MFR-34, se coloc6 1 eq del correspondiente acRb{
32), 1 eq de NaOH en una mezclaOAMeOH durante 30 minutos. Posteriormente se elimind el
disolvente a presion reducida, obteniendo un soélido blanco con un rendimiento de 90%. La
identidad de las correspondientes sales disédicas se comprobaron con las caracteristicas
espectroscopicas particularmente del espectro RNIKealizadas utilizando 4D, en donde las
sefales a 5.47-5.49 y 5.6-5.63 ppm son dos sefales dobles que integran para 2H cada uno y que
correspondieron a lH2-O-PQsNap; dos seiales simples a 2.53 y 2.61 ppm cada sefial integro
para 3H correspondiendo aCHs. En el espectro de RMRC se identificaron dos sefiale
simples a 14.1 y 14.2 ppm correspondientes@GHS-de los dos regioisdbmeros y también dos
sefiales simples a 68.0 y 68.1 ppm correspondientes a los metilenos; eftfR8éNdentificaron
dos sefales simples a 1.72 y 1.49 ppm. Adicionalmente, el espectro EMAR-ES+ mostré una
masa calculada paraidEl1aN2OsNagSCIP: 516.9743n\/2 y se encontré un i6n molecular de
516.9767 /2.
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Figura 6.12. RMN!H de la mezcla de regioisémeros psiaR-33.
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La sintesis deMFR-34 se realiz6 de la misma forma gl-R-33, obteniendo un
rendimiento del 90%. Las sefiales obtenidas en RMIM 5.53-5.54 y 5.62-5.63 ppm son dos
sefales dobles que integran para 2H cada uno y que correspondietORlaONPQNay; dos
sefales simples a 2.57 y 2.60 ppm cada sefial integré para 3H correspondigbHa. £&-el
espectro de RMNEC se identificaron dos sefiales simples a 14.08 y 14.15 ppm correspondientes
a SCHs de los dos regioisomeros y también dos sefiales simples a 68.0 y 68.1 ppm
correspondientes a los metilenos; en RN se identificaron dos sefiales simples a 1.61 y 1.77
ppm. Adicionalmente, el espectro EMAR-ES+ mostr6 una masa calculada para
C15H11N20sNaPSCh: 512.8987 1n/2) y se encontrd un ion molecular de 512.8986)( Todos
los resultados espectroscopicos y espectrométricos corroboran la existencia de los compuestos
finales MFR-33y MFR-34.
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Figura 6.13. RMN!H de la mezcla de regioisémeros psiaR-34.
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Todas las reacciones de la segunda estrategia se escalaron de 1-25 g con resultados
reproducibles. Es importante sefialar que la calidad del producto obtenido depende mucho de la

pureza de las materias primas empleadas y del disolvente.

Es trascendente mencionar que los compueStBR-33 y MFR-34 mostraron un
rendimiento global de 77% y 77.7%, respectivamente. Sin embargo, como se ha mencionado a lo
largo de la discusion de resultados, este rendimiento global se puede optimizar utilizando las
nuevas rutas sintéticas, las cuales han sido reportadas para ser escaladas a nivel industrial.
Ademas, no es necesario separar la mezcla de regioisomeros obtenidos ya que los profarmacos
(MFR-33 y MFR-34) son hidrolizados por la enzima fosfatasa alcalina la cual libera al

compuesto alfa o triclabendazol, respectivamente.

6.4  Prediccion de pk tedrico

El software Marvinsketch de ChemAxon ofrece predicciones rapidas y precisas de las

propiedades fisicoquimicas basicas, tales como logP, logDefuK

En el 2010, Manchestéf y colaboradores realizaron un estudio para determinar lo
robusto de este software. En primera instancia, determinaron los valores de pKL nuevos
compuestos usando electroforesis capilar acoplada con espectroscopia UV. Estos valores se
compararon con los predichos por cinco software diferentes de estimacién desguibles
comercialmente. ACDLabs/pK Marvin (ChemAxon), MoKa (Molecular Discovery), Epik
(Schrodinger), y Pipeline Pilot (Accelrys). A pesar de que el método topologico Moka fue
notablemente mas rapido que ACD, la exactitud de los dos métodos y Marvin fue
estadisticamente indistinguibles, con un error de raiz cuadrada media de aproximadamente 1
unidad de pK en comparacion con el experimento. Pipeline Pilot y Epik producen deficientes

estimaciones de pken comparacion con el experimental.

Por otro lado, el pKde un compuesto es una propiedad importanya que la
preferencia de un compuesto de donar o aceptar un proton es fundamental para la comprensién de
los procesos quimicos y biolégicos. En términos bioldgicos, gepKin concepto trascendental
en la determinacion de la posibilidad de que una molécula sea absorbida por los componentes del
tejido acuoso o las membranas lipidicas. Asimismo, esta estrechamente relacionado con los

conceptos de pH (acidez de la solucion) y log P (coeficiente de reparto entre liquidos
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inmiscibles):“° El valor de pK de una molécula determina la cantidad de especies protonadas y
desprotonadas a un pH especifico, por ejemplo a pH fisiolégico, conocienda de pliha
molécula nos da una idea de las propiedades farmacocinéticas. Esto ultimo incluye la velocidad a
la que una molécula se difundira a través de membranas y otras barreras fisioldgicas, tales como
la barrera hematoencefalica. Normalmente, las membranas de fosfolipidos absorben facilmente
moléculas neutras, mientras que las moléculas ionizadas tienden a permanecer en el plasma o e

intestino antes de ser excretadds.

Se determinaron los valores de aptedricos deMFR-33 utilizando Marvinsketch,

obteniendo los siguientes resultadospKL.40, pko=4.19 y pka= 6.45 Figura 6.14).

4.19
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P\/OH 6.45
OHi4
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Figura 6.14. pKys tedricos de MFR-3%btenidos de Marvinsketch.

Debido a que este compuesto se pretendia administrar por via oral e intramuscular, se
tenian que conocer las especies en equilibrio a diferentes valores de pH (pH= 1y pH= 7.4). A pH
1 (estbmago) se encuentran en equilibrio las espktiesn una proporcion 71.39% y 28.54%,
respectivamente. A pH 7.4 (plasma) se encuentran en equilibrio 1lI-1V (10.04%-89.9%) estas
especies se encuentran ionizadas tendiendo a permanecer en el plasma dando pausa a llegar «

higado donde sufren la escision, liberando al farmaco precaBp(Grafica 6.1).
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Grafica 6.1. llustracion de los valores de pe MFR-33 (pKai=1.40, pk= 4.19 y pks=6.45) predicho usando el
Software Marvin de ChemAxon. Este grafico muestra la distribucién de microespecies vs valores de pH.

Para hacer robusto el estudio del célculo deg K utilizd6 otro programa, el cual fue
ACDLab/pKa obteniendo los siguientes resultados.
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Figura 6.15. pky's tedricos de MFR-33btenidos de ACDLab/pK

Como se puede observar enfaguras 6.14y 6.15 los valores de pkson muy similares,
demostrando lo robusto de estos tipos de software. Las especies dominantes en cada intervalo de
pH también son mostradas observando que a un pH de 7.4 se favorecen las especiedlionizadas

y IV las cuales incrementan la solubilidad del profarmisi€¢dR-33. Resultados similares se
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obtienen para el profarmaddFR-34 los cuales se muestran en el procedimiento experimental
(pagina 98).

6.5  Solubilidad acuosa de los profarmacos MFR-33 y MFR-34

Una vez comprobada la estructura de los profarmitfeR-33 y MFR-34 mediante
técnicas espectroscopicas y espectrométricas, se procedid a evaluar la solubilidad acuosa en agui
desionizada para probar la hipétesis que considera, que al impedir la formacion de puentes de
hidrogeno intermoleculares en el compuesto alfa y triclabendazol, ademéas de agregar un grupo
ionizable como el fosfonooximetilo, se podria favorecer una interaccion soluto-disolvente y por
ende, aumentar la solubilidad acuosa. Cabe destacar que tanto el compue$B) atfam@ el
triclabendazol 14) se absorben escasamente en el tracto gastrointestinal, como consecuencia se
utilizan grandes cantidades en el tratamiento; sin embargo, se sabe, que del total de la dosis

administrada solo el 5% es absorbida.

Para determinar y comprobar el incremento de la solubilidad acuosa, se evaluaron tanto
los profarmacosviFR-33 y MFR-34 (como mezcla de regioisomeros (50:50fFR-33a-b y
MFR-34a-b) como sus correspondientes compuestos precursores, es decir, el compuesto alfa
(13) y triclabendazoli4) (Figura 6.16).

o °*

Compuesto alfa (13) Triclabendazol (14) MFR-33 MFR-34
Figura 6.16. Compuestos a los cuales se les determiné solubilidad acuosa.

Para determinar la solubilidad de todos los compuestos, se construyd una curva de

calibracionobteniendo los resultados que se muestran Ealia 6.5
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Tabla 6.5. Absorbancias promedio de la curva de calibracién d&41BIFR-33 y MFR-34

Concentracion Absorbancia Concentracion Absorbancia
(mg/mL) 13 14 (mg/mL) MFR-33 MFR-34
0.2 0.025 0.019 2 0.061 0.057
1.6 0.103 0.082 4 0.121 0.115
3.2 0.258 0.168 6 0.184 0.176
6.4 0.406 0.335 10 0.296 0.293
12.8 0.804 0.658 20 0.594 0.586

Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

Al determinar la absorbancia de las muestras para evaluar la solubilidad acuosa, se obtuvieron los
resultados que se exponen en la Tabla 6.6

Tabla 6.6. Absorbancia promedio de las muestras problemas, dd, \FR-33 y MFR-34

Compuesto Absorbancia
Compuesto alfal3) 0.038
Triclabendazol14) 0.018

MFR-33 0.308
MFR-34 0.313

Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

Realizando el correspondiente tratamiento matematico, se determin6 que el compuesto 13
14, MFR-33 y MFR-34 tienen una solubilidad acuosa de 2.6 XIfg/mL, 2.4X10" mg/mL,
20.67 mg/mL y 21.12 mg/mL, respectivamerfalfla 6.7).

Tabla 6.7. Solubilidad y estabilidad acuosalde 14, MFR-33 y MFR-34

Compuesto Solubilidad acuosa (mg/fL) Estabilidad acuosa (h)
13 2.6 X10* >26
14 2.4 X10* >26
MFR-33 20.67 >26
MFR-34 21.12 >26

Determinado a 25 °C,>95% por UV-CLAR determinado a pH 1y 7.4 a temperatura ambiente.

La solubilidad acuosa del compuesto aif3 .6 X10*mg/mL) y triclabendazolld, 2.4
X10* mg/mL) se mejor6 en gran medida por los profarmabBSR-33 y MFR-34,
respectivamente, observando una solubilidad de 20.67 mg/mL y 21.12 migivla 6.7). Los
profarmacosMFR-33 y MFR-34 aumentaron su solubilidad acuosa 79,500 y 88,000 veces, en
comparacion con sus compuestos precursores. Estos resultados demuestran que el enfoque d
profarmacos comdvFR-33 y MFR-34 son utiles para aumentar la solubilidad acuosa de

farmacos no polares.
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6.6  Estabilidad de los profarmacos MFR-33 y MFR-34

Los estudios de estabilidad para los productos farmacéuticos son una parte fundamental
de todo el proceso de investigacion y desarrollo que debe hacerse previamente a un producto
farmacéutico que sera puesto a disposicion de la poblacion, con el fin de determinar el tiempo

durante el cual mantiene sus especificaciones de calidad.

Un reto importante en este trabajo, es la estabilidad quimica, donde la precipitacion es la
limitante para la vida util de muchas soluciones de profarmacos. Como la mayoria de los
productos, deben mantener una especificacion de contenido (+ 10%) de la cantidad declarada, la
vida util de muchos farmacos es generalmente determinada por el tiempo para degradar el 10%
del farmaco. La degradacion quimica de un profarmaco a menudo resulta en la formacion del
farmaco precursor poco soluble como el producto de degradaciéon primario. Cuando se forma el
farmaco precursor en exceso, su solubilidad en la formulacion se ve afectada por la presencia de

particulas insolubles;®

En la formulacién de un farmaco, el compuesto debe demostrar estabilidad quimica

adecuada, especialmente en formas de dosificacion parenterales. Los comyd&&sR3 y

MFR-34 mostraron estabilidad deseada (> 95% después de 26 horas) a pH de 1y 7.4, lo que es
ideal para la formulacién desde un punto de vista fisiol6gico. Los resultados de este estudio se
muestran en |dabla 6.7. Con los resultados obtenidos, se demostroMiER-33 y MFR-34

tienen suficiente estabilidad acuosa para confirmar que el compuesto administrado al ganado se
trata del profarmaco y no de los compuestos precursores. Ademas, se puede garantizar la
administracion de los profarmacos a una poblacién considerable de animales sin que los

compuestos en solucion sufran degradacion.
6.7  Hidrolisis en solucion con fosfatasa alcalina de los profarmacos MFR-33 y MFR-34

En general, un profarmaco ideal sera perfectamente estable hasta que alcance el sitio
deseado de activacion, y luego de manera rapida y cuantitativa convertido al farmaco activo. Al
igual que la estabilidad, la velocidad de conversiébn es una propiedad que se puede medir
facilmente utilizando sistemds vitro. Sin embargo, a diferencia de la estabilidad, es dificil
definir una velocidad de escision Optima, es decir, mientras la escision rapida es generalmente

deseable, a su vez esta velocidad debe ser lo suficientemente lenta para que la mayoria del
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profarmaco pueda sobrevivir el transito a través de las diferentes rutas de administracion como la
via oral (tracto gastrointestinal). Al igual que la estabilidad acuosa, hay pocos datos disponibles
comparando las velocidades de escision de varias clases de profarmaco en las mismas

condiciones?*®

La fosfatasa alcalina (ortofosforico monoéster fosfohidrolasa) es una enzima ampliamente
distribuida que hidroliza el enlace éster fosforico entre un grupo fosfato y un radical organico a
pH basico (pH optimo entre 9 y 10) liberando fosfato inorganico. Las fosfatasas estan presentes
en varios tejidos de los mamiferos por ejemplo placenta, intestino, higado, hueso, rifiéon y
plasma.*’ La medida de niveles anormales de fosfatasa alcalina en el suero indican la existencia
de enfermedades Oseas degenerativas (raquitismo, osteomalacia, hiperparatiroidismo secundario,
osteosarcoma) o bien dafios hepaticos. El aumento fisiologico de fosfatasa alcalina en los niveles
plasmaticos se produce en animales en fase de crecimiento (se esta formando tejido 6seo) o en

hembras gestantes (fosfatasa alcalina de la placenta).

La disposicion de los profarmaded-R-33 y MFR-34 para liberar al compuesto alfb3j
y triclabendazol X4), respectivamente, en una solucion de fosfatasa alcalina, indica que los
profarmacos son sustrato de esta enzifiablg 6.8), lo cual es prometedor para promover el
desarrollo de estos profarmacos.

Tabla 6.8. Velocidad de hidrdlisis de MFR-38BMFR-34 en solucion de fosfatasa alcalina a 37 °C

Compuesto %12 (segundos)
Promedio + DE
MFR-33 7.9+2
MFR-34 13.6x4

promedio &2, determinado a pH 7.4y 37 °C.

Cabe mencionar que no todos los compuestos con un grupo fosfato y una porciéon organica son
sustratos de esta enzintaAdemas, para la hidrdlisis d#FR-33 y MFR-34 se utilizaron como

mezcla de regioisomeros, es dddiFR-33a y MFR-33b para el profarmacMFR-33 y MFR-

34ay MFR-34b para el profarmacMFR-34, demostrando que los dos regioisémeros de cada
profarmaco son sustrato de fosfatasa alcalina. Por lo anterior, se concluye que este tipo de
compuestos aunque se encuentren como mezcla de regioisomeros, la enzima fosfatasa alcalina e:

capaz de hidrolizar y generar a su correspondiente compuesto precursor.
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6.8  Evaluacion in vitrodel profarmaco MFR-33

El profarmacoMFR-33 se evaludin vitro contra metacercarias de hepaticarecién
desenquistadas a concentraciones de 10 y 50 mg/L como se puede obserabtn 8. A
una concentracion de 50 mg/L y 24 horas, el compubBi®-33 demostrd alta eficacia
fasciolicida del 100%; a una concentracion de 10 mg/L la eficacia fue de 96.83% a 24 y 48 horas,
obteniendo 100% de eficacia hasta las 72 horas post-tratamiento. Estos resultados se compararor
con el farmaco de eleccion triclabendazol (Fasinex ®, Novartis) como control de referencia. Sin
embargo, la actividad fasciolicida 8&~R-33 en las pruebam vitro a 10 mg/L indica que el
parasito no expresa fosfatasa alcalina que pueda liberar el compuesto B8livg @ue

probablement®FR-33 posea actividad fasciolicida o que sea hidrolizado con el tiempo.

Tabla 6. 9. Porcentaje de mortalidad in vitro de F. hepatica después del tratamiento con MFR-33

Eficacia (%)

Compuesto y concentracion

(mg/L) 24 _h 48 _h 72 _h
Promedio £+ DE Promedio = DE Promedio = DE
MFR-33 (50) 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0
MFR-33 (10) 95.84+0.1 95.84+0.1 100.0+£0.1
Triclabendazol (50) 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0
Triclabendazol (10) 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0
ControP 0.0 0.0 0.0

Triclabendazol (Fasinex®-Novartis) como control de referefoimtrol sin tratamiento.
6.9  Evaluacion de la actividad fasciolicidan vivo de MFR-33 y MFR-34

Cuando se introduce un farmaco en el organismo, debe superar numerosas barreras
bioldgicas antes de llegar al receptor, dependiendo de la via de administracién. Para que un
farmaco pueda ejercer su accion, debe alcanzar una concentracién adecuada y lugar adecuado.

La via parenteral presenta, en relaciéon a la via oral, una serie de ventajas para la
administracion de medicamentos. Entre ellas destacan la rapidez de accion con la via intravenosa,
su elevada biodisponibilidad y la ausencia del efecto de primer paso. Ademas, con el uso de la via
intramuscular o subcutanea es posible controlar el proceso de liberacién durante largos periodos
de tiempo, que pueden alcanzar varios mesdssta forma de administracion se utiliza cuando
no es posible por via oral por inconciencia (pacientes que no pueden deglutir, que presentan
vomitos intensos, etc.), falta de cooperacion del paciente (son dolorosas), por inactivacion del

farmaco o falta de absorcién en el tracto intestinal.
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Los profarmacos de fosfato se utilizan a menudo pesarrollar formulaciones
inyectables de farmacos precursores poco solubles y muchos son comercialiZzadsgués de
la administracion parenteral, los profarmacos se escinden enzimaticamente por fosfatasas
alcalinas endogenas produciendo el farmaco preciirsorEjemplos de estos profarmacos
incluyen fosfenitoina (Cerebryx®, Pfizéf)para el tratamiento de la epilepsia, profarmacos de
glucocorticoides tales como dexametasona (Decadron-Phosphatg®ipsfato de etopdsido
(Etopophos® , Bristol-Myers Squibb) para el tratamiento de cancer de ptilhféosfato de
estramustina, que esta disponible en ambas formulaciones intravenosayl@malal ha estado
en el mercado de Europa y los Estados Unidos como Emcyt® (Pharmacia) para el tratamiento de
cancer de préstata. Sin embargo, muy pocos profarmacos de fosfato orales han llegado al
mercado, a pesar de las caracteristicas de solubilidad favorables y su estabilidad quimica
inherente:>® Algunos profarmacos orales fallan debido a la falta de beneficios clinicamente
relevantes sobre el farmaco precursor, como el fosfato de etopdsido que fue indetectable en
plasma después de la administracion oral; ademas, la toxicidad del fosfato de etopodsido y
etoposido por via oral fue similar’. Otros fracasan porque no mejoran la velocidad y el grado de
absorcion del farmaco original en modelos animales, tales como LY307&b8acasan debido

a la mala bioconversion enzimatica, tales como ésteres de fosfato déigwea 6.17).:>°

Fosfato de etopdsido LY307853 L\_\ Fosfato de taxol

Figura 6.17. Estructuras de los profarmacos de fosfato de etopdsido, LY307853 y fosfato de taxol.

El profarmacoMFR-33 se evalu6 en ovinos contfa hepaticade 10 semanas de edad,
usando diferentes rutas de administracion como la via oral, intramuscular y subclisdtea (
6.10. Los resultados obtenidos muestran una eficacia de 87.8% a una dosis intramuscular de 4
mg/kg, demostrando que mediante esta via de administracion se obtuvo mejor actividad

fasciolicida en comparacién con la via oral y subcutanea. En estudios previos, la actividad
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fasciolicida del compuesto alfd3) se determiné demostrando una eficacia de 86.9% contra
fasciolas maduras y juveniles a una dosis de 15 mg/kg por vid Bsakvidente que la actividad
fasciolicida del profarmacMFR-33, a una dosis menor via intramuscular es comparable a la
administrada oralmente del compuesto alfg) demostrando efectos similares. Sin embargo, el
resultado de reduccion de huevos por via intramuscular no fue tan impactante como la reduccién
de fasciolas. Con los resultados obtenidos de la administracion por via dvHIRI&3, se
asegura que la gran mayoria del compuesto es propenso a la ruptura prematura en el tracto
gastrointestinal, liberando al compuesto precurs8y. Por lo tanto, se puede decir qMER-33

por via oral se hidroliza rdpidamente generando a su compuesto pret8rsdrt¢niendo mala
absorcion y generando actividad fasciolicida similaB@aMFR-33, 83.3% y 95.5%13, 86.9% y

10099. Por otro lado, por via intramuscuMiFR-34 es transportado en el plasma hasta llegar al
higado donde la escision es suficientemente rapida para proporcionar niveles eficaces del
farmaco activo y generar buena actividad fasciolicida.

Tabla 6.10. Eficacia d&MIFR-33 expresada como porcentaje de reduccién de F. hepatica y huevos en
ovinos infectados artificialmente

Grupo v ruta de Promedio + EE Eficacia (%)
upo y ru - Dosis (mg/Kg) Fasciolas Huevos Reduccion de  Reduccion de
administracion (n=6) :
recuperadas recuperados fasciolas huevos
1(oral) 12 12.34£7.3 3.6+1.7 83.3 95.2
2 (intramuscular) 4 9.0+2.8 37.5+£14.8 87.8 50.8
3 (subcutanea) 4 28.517.4 23.0+11.4 61.4 69.8
4 (grupo control) Sin tratamiento 74.0+4.7 76.3+26.8 0 0

®EE. Error estandar.

Con base en los resultados obtenidos por via intramuscular del profAnfBed3, solo
se evalué MFR-34 por esta via. La evaluacion -R-34 se llevé a cabo de manera similar
que MFR-33. Los resultados adquirido§dbla 6.11) muestran que el profarmaddFR-34
posee buena actividad fasciolicida a una dosis de 4, 6 y 8 mg/kg obteniendo un porcentaje de
reduccion de fasciolas de 96.8%, 98.3% y 99.2%, respectivamente, en comparacion a la obtenida
por el farmaco de eleccion (triclabendazol) administrada por via oral a una concentracion de 12
mg/kg con una reduccion del 99.9%. Por otro lado, dralda 6.11se aprecia quBIFR-34 en
todas las concentraciones reduce la emision de huevés kiepaticaal 100% al igual que
triclabendazol por via oral. De manera similar dWieR-33, MFR-34 administrado por via
intramuscular disminuyd la dosis obteniendo resultados similares al farmaco precursor. Es

pertinente sefialar que en todos los grupos tratados, no se observaron reacciones clinicas post-
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tratamiento; ademas, que los animales no mostraron signos de dolor al administrar los

profarmacos por via parenteral.

Tabla 6.11. Eficacia dMFR-34 expresada como porcentaje de reduccién de F. hepatica y huevos en
ovinos infectados artificialmente

Grupo y via de Promedio + EE Eficacia (%)
. L oEE Dosis (mg/Kg) Fasciolas Huevos Reducciéon de Reduccién de
administracion (n=6) :
recuperadas recuperados fasciolas huevos
1 (intramuscular) 4 3.511.4 00 96.8 100
2 (intramuscular) 6 1.7+¢1.1 00 98.3 100
3 (intramuscular) 8 0.810.6 00 99.2 100
4 Triclabendazol¥4, oral) 12 0.1+0.1 00 99.9 100
5 (grupo control) Sin tratamiento 102.6+12.3 31.5+4.7 0 0

®EE. Error estandar.

Las formulaciones parenterales presentan algunos desafios Unicos en comparacion con las
formulaciones orales. Los dos mas evidentes son la necesidad de esterilidad y que la formulacion
para uso intravenoso debe estar libre de particulas. La esterilidad se puede lograr ya sea a través
de filtracion estéril o esterilizacion por calor. Los profarmacos por su disefio, estan destinados a
ser metaestables para ser escindidos por via quimica o enzimatica y generar el farmaco activo. La
mayoria de las soluciones de profarmacos no pueden ser esterilizadas por calor; debido a que sor
demasiado inestables quimicamente a temperatura ambiente para ser formuladas como soluciones
listas para su uso, incluso cuando el profarmaco requiere escisién enzimatica. Como resultado,
muchos profarmacos parenterales se formulan como productos liofilizados para evitar la

hidrélisis.®

Cabe resaltar qumFR-33 y MFR-34 se administraron disueltos Unicamente en agua
desionizada, sin previa formulacién. Por esta razon, es necesario utilizar tecnologia farmacéutica
para obtener una formulacién adecuada para dichos profarmacos. Por lo anterior, es probable

mejorar la actividad fasciolicida con el uso de algunos excipientes.

Los profarmacosMFR-33 y MFR-34 a diferencia deFasiject®Plus (Agrovetmarket
S.A.) tienen una serie de ventajas, como por ejemplo la disminucion de la dosis administrada
obteniendo actividad fasciolicida similar a los compuestos precursores, al administrar menores
dosis se excreta menor cantidad de compuestos obteniendo como respuesta menor contaminacior
ambiental; ademas de generar un nuevo compuesto altamente hidrosoluble del triclabendazol
(MFR-34) se obtuvo también un nuevo compuesto bioisostero del triclabendazol es decir a

MFR-33 el cual no ha reportado ninguna resistencia.
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Capitulo 7. Conclusiones

Después de disefiar y sintetizar los profarmateR-33 y MFR-34 para incrementar la
solubilidad acuosa del compuesto alf8)(y triclabendazol 14), los resultados obtenidos en el
presente trabajo indicaron que el disefio aplicado a estos derivados biorreversibles presento

caracteristicas que los ubican con las mejores perspectivas para dicho cometido.

En las primeras pruebas para sintetizar los profarmdéés33 y MFR-34 se observo
que al utilizar los compuestdd y 18 como intermediarios con un grupo hemiaminal presentan
estabilidad bajo ciertas condiciones de reaccion y que al modificarlas para obtener los derivados
de interés provocan la descomposicion de dichos intermediarios, por lo tanto, bajo las
condiciones utilizadas en esta investigacion no fueron idéneas para generar los profarmacos

deseados.

Se lograron obtener dos nuevos compuestos altamente hidrosolubles del triclabendazol
(MFR-34) y del compuesto alfaFR-33). Estas sales de fosfato disodittHR-33 y MFR-34)
se escalaron de 1-25 g con un rendimiento global de 84%. Para la sintesis de los profarmacos
MFR-33 y MFR-34 se utilizaron varios compuestos intermediar®g, @2 y 24)obtenidos con
bajos rendimientos y relativamente costosos; sin embargo, a pesar de estas desventajas
actualmente existen alternativas que pueden utilizarse para mejorar estas caracteristicas. En la
sintesis de9, 30, 31, 32, MFR-33 y MFR-34, se obtuvieron como mezcla de regioisomeros en

una proporcion 50:50, logrando aislar y caracterizar a 29a

Se determind la solubilidad acuosa de los profarmiiéa?-33 y MFR-34 demostrando
qgue al impedir la formacion de puentes de hidrégeno intramoleculares y agregar un grupo
ionizable al compuesto alfa y triclabendazol, se logré incrementar la solubilidad acuosa,
favoreciendo la interaccién soluto-disolvente. La solubilidad acuosa de los compuestos
precursores1@, 2.6 X10* mg/mL; 14, 2.4 X10* mg/mL) se mejoré en gran medida por los
profarmacosVIFR-33 y MFR-34, observando una solubilidad de 20.67 mg/mL y 21.12 mg/mL,
es decir, se consiguié aumentar la solubilidad acuosa 79,500 y 88,000 veces, en comparacion con

SuUS compuestos precursores.

Los compuestoMFR-33 y MFR-34 mostraron una estabilidad acuosa >95% después de

26 horas a pH de 1y 7.4, lo que es ideal para la formulacién desde un punto de vista fisiolégico.

-



Capitulo 7. Conclusionesl

Con estos resultados, se demostré MiR-33 y MFR-34 tienen suficiente estabilidad acuosa
para confirmar que el compuesto administrado al ganado se trata del profarmaco y no de los
compuestos precursores, garantizando la administracion de los profarmacos a una poblaciéon

considerable de animales sin que los compuestos en solucién sufran degradacion.

La disposicion de los profarmaded-R-33 y MFR-34 para liberar al compuesto alfb3jf
y triclabendazol X4), respectivamente, en una solucion de fosfatasa alcalina, indica que los
profarmacos son sustrato de esta enzima y que esta liberacion es adecuada ya que no mostrc
sintomas anormales en el animal (como la hidrélisis del compuesto y la posterior precipitacion) y
el efecto fasciolicida se conservd, disminuyendo la dosis administrada. Una caracteristica
importante del compuesto alfa bioiséstero del triclabendazol, es que no ha reportado ninguna

resistencia y que elimina a las cepas resistentes a este farmaco de eleccion.

Con la intencion de evaluar la actividad intrinsecaM#R-33 frente aF. hepatica se
llevaron a cabo estudiom vitro con el parasito recién desenquistado (fase juvenil). Los
resultados indican qudFR-33 por si mismo tiene actividad fasciolicida o que se hidroliza con

el tiempo generando al compuesto precursor.

El profarmacaviFR-33 se evaludn vivo en ovinos contr&. hepaticade 10 semanas de
edad, administrado por via oral, intramuscular y subcutanea. Los resultados muestran una eficacia
de 87.8% a una dosis intramuscular de 4 mg/kg obteniendo la mejor actividad fasciolicida en
comparacion a la via oral y subcutdnea. Ademds, los resultados demuestran una actividad
fasciolicida similar al compuesto precursor administrado por viai8a86.9% y 15 mg/kg). Sin
embargo, la reduccion de huevos (50.8%) por via intramuscular no fue tan alentadora como la
reduccion de fasciolas. Por otro lado, posibleméviteR-33 administrado por via oral se
hidroliza rapidamente generando a su compuesto precur3oolfteniendo mala absorcion y
generando actividad fasciolicida similarl8 Ademas, por via intramuscular la escision de
MFR-34 en el higado es suficientemente rapida para proporcionar niveles eficaces del farmaco

activo y generar buena actividad fasciolicida.

Al evaluar in vivaal profarmacdVFR-34 los resultados por via intramuscular demuestran
buena actividad fasciolicida (4 mg/kg, 96.8%; 6 mg/kg, 98.3%; 8 mg/kg 99.2%) en comparacion
a la obtenida por el farmaco de eleccifd, (L5 mg/kg, 99%) administrada por via oral. Por otro
lado, se aprecia qUdFR-34 en todas las concentraciones reduce la emision de huevas de
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hepaticaal 100% al igual que triclabendazol por via oral. De manera similaMiirRe33,
MFR-34 administrado por via intramuscular disminuyo la dosis obteniendo resultados similares

al farmaco precursofd.g).

Al realizar las diferentes reacciones para obtener los compussios4, los cuales se
utilizaron como materias primas para obtener los profarnd€és33 y MFR-34 se demostro
que la reaccion den8r para obtener7 y 8 manifestaba pobre rendimiento, afectando el
rendimiento global. Al estudiar la reaccion dgAGse logré optimizar este proceso utilizando
como materia prima 3,4-dicloro-2-nitroacetanilidd) (y vacio, consiguiendo aumentar el

rendimiento de la reaccién (90%), en comparacion al reportado (71%).

Ademas de comprobar la identidad del compuesto alfa por técnicas espectroscopicas y
espectrométricas, se logré obtener cristales para realizar estudios de difraccién de rayos x. En
este estudio se observaron en la celda unitaria interacciones intermolecularastmcpimaentes
de hidrogeno que mantienen unidas a estas moléculas, estas interacciones son las causantes de |

pobre solubilidad acuosa que caracterizan a los compuestos bencimidazdlicos.
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Capitulo 8. Procedimiento experimental

Para mayor claridad, esta seccion se divide en tres partes. La primera, involucra la sintesis del
compuesto alfa, triclabendazol y sus profarmacos. La segunda, la analitica, se presenta la
determinacion de la solubilidad acuosa, estabilidad acuosa e hidrélisis enzimatica de los
profarmacos MFR-33/ MFR-34. La tercera, la bioldgica, se describe la evaluacion de la eficacia

in vitro e in vivosobre Fasciola hepatica

8.1 Parte Quimica

8.1.1 Instrumentacién y materiales
Tanto en la sintesis como en la evaluacién se utilizaron los siguientes instrumentos.

» El peso de las sustancias se determind en una balanza granataria OHAUS E4000, o bien, en
una balanza analitica Sartorius A210P.

» Para efectuar las reacciones a temperatura constante se empled una parrilla automatica IKA
modelo IKAMAG RET bésica con sensor de temperatura modelo IKATRON ETS-D4 fuzzy.

» La evaporacion de los disolventes se realizd a presion reducida por medio de un
rotaevaporador Bichi R-114 con bafio B-480 acoplado a una bomba de vacio marca Gast
0523-V47-6528DX ajustada a 50 mmHg y un condensador de alta eficiencia conectado a un
enfriador VWR Scientific modelo 1107, o bien, acoplado a un condensador de dedo frio
enfriado por un elemento refrigerante en espiral Brinkmann modelo IC30. Para disminuir la
presion del Sistema se utilizé una bomba de vacio marca Vacuubrand modelo PC 610 con
regulador de vacio integrado CVC2.

» Las cromatografias en capa fina (CCF) para el monitoreo de reacciones se hicieron en placas
cromatograficas de gel de silice 60 Mér¢k254 20X20 cm. Como revelador se utilizd una
lampara UV UVGL-25 Mineraliglit Las cromatografias en columna se llevaron a cabo
usando como fase estacionaria gel de silice 60 Mezok una distribucion de tamafio de
particula de 0.2-0-5 mm.

» La hidrogenacion catalitica se realiz6 empleando un hidrogenador marca Parr Modelo 3916
EG con 60 Ib/pul§y 250 cc como méaxima capacidad, utilizando un tanque de hidrégeno de la

casa INFRA y como catalizador Ni-Raney (al 30%) de la casa Aldrich.
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> El punto de fusiongf) de los intermediarios y los compuestos finales, se determinaron en un
aparato Buichi B-540, utilizando capilares de vidrio; dichos puntos de fusion no se encuentran
corregidos.

» Los espectros de Infrarrojo (IR), se realizaron en un espectrofotometro Perkin-Elmer de
transformada de Fourier modelo Spectrum 400. Los espectros se obtuvieron con el accesorio
de reflectancia por ATR. La frecuencia de las sefiales se reportaten cm

> Los espectros de resonancia magnética nuclear (Ri)Nse realizaron en espectrometros
Varian modelo Unity Inova de 300 y 400 MHz usando tetrametilsilano como referencia
interna. Los disolventes deuterados empleados fueron dimetilsulféxido, y agua. Los
desplazamientos quimico8) (se dan en ppm. Las constantes de acoplamiks® dan en
Hertz. Los simbolos correspondientes a la multiplicidad de las sefiales son: s = sefial simple, d
= sefial doble, dd = sefial doble de doble, t = sefial triple, m = sefial multiple.

» El andlisis de difraccion de rayos X se utilizé un Difractometro Gemini Oxford Diffraction

Xcalibur Atlas

» Los espectros de masas (EM) se realizaron por introduccion directa en un espectrometro de
masas JEOL modelo JMS-SX102A utilizando la técnica de impacto electrénico (IE) o
mediante la técnica FAB+. También la espectroscopia de masas de alta resolucién se llevo a
cabo en un Waters Synapt® G2-S acoplado con una fuente de ionizacion electrospray (IES).
La simbologia empleada es: m/z (masa/carga), M+ (ibn molecular), M+1, M+2, M+Na (picos

isotopicos).
8.1.2 Sistemas cromatograficos

Para el desarrollo experimental de este trabajo se usan los sistemas cromatograficos que se
muestran en la Tabla 8.1

Tabla 8.1. Sistemas cromatograficos utilizados en este trabajo.

Sistema Componentes Proporcion
I Cloroformo-Metanol 95:5
Il Cloroformo-Metanol 990:1
Il Cloroformo-Metanol 90:10
\Y] Cloroformo-Metanol 98:8
\Y, Hexano-Cloroformo-Acetato de etilo 50:35:15
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8.1.3 Procedimientos sintéticos
8.1.3.1 Sintesis de los intermediarios
8.1.3.1.1 N-(3,4-Diclorofenil)acetamida (2)

A 25.52 g (23.8 mL, 250 mmol, 1.5 eq) de anhidrido acético se afiadieron lentamente 27 g (166.6
mmol, 1 eq) de 3,4-dicloroanilina pulverizadd ¢on agitacion constante utilizando una varilla

de teflon y manteniendo la temperatura debajo de 60 °C. Se continud la agitacion por 30 minutos
y se formo un solido café claro, el cual se dejé en reposo 15 min. Posteriormente se adicionaron
50 mL de agua, el solido formado se filtré, pulverizé en un mortero y se lavé con agua hasta pH
neutro. El producto crudo se seco en la estufa a 77 °C hasta peso constante. Se obtuvieron 31.9¢
g (94%) de un solido blanco el cual mostro ser un solo compuesto por éfdm0.30 Sistema

| y pf de 123.7-124.3 °C. RMRH (300 MHz, DMSGd6) 5: 2.08 (s, 3H), 7.48 (dd, 1H=8.8,

2.4 Hz), 7.57 (d, 1H,J=8.8 Hz), 8.00 (d, 1HJ=2.4 Hz), 10.26 (s, 1H). RMN3C (75 MHz,
DMSO-d6) 6: 24.1, 119.0, 120.1, 124.4, 130.6, 130.9, 139.8,9.&EM (El, ID)m/z 203 (M",

30%), 161 (M-42, 100%). Apéndice de espectros, paginas 115-117 (espectros 1-3).

8.1.3.1.2 N-(4,5-Dicloro-2-nitrofenil)acetamida (3)

Se disolvieron 30.82 g (151 mmol, 1 eq) del compu8sém 123 mL de E5Qs concentrado
previamente enfriado en un bafio de hielo y manteniendo la temperatura entre 5-10 °C. De
manera simultanea, se prepar6 la mezcla sulfonitrica con 8.18 mL de(H3C2 mmol, 1.2 eq)

qgue se agregaron lentamente sobre 20 mL &0k evitando que la temperatura se elevara por
encima de 10 °C. Posteriormente, la mezcla sulfonitrica se agregd gota a gota al cotnpuesto
disuelto en HSQy, a 5-10 °C y se dejo reaccionar por 30 minutos mas. Posteriormente, la mezcla
de reaccion se vertid sobre 2 kg de hielo agitando con una varilla de teflon y el sélido formado de
color amarillo péalido se separd por filtracion al vacio, se lavd con abundante agua hasta pH
neutro, se dejo secar al aire. El sélido crudo se suspendié en 80 mL de metanol frio, se agitd y se
filtr6 con vacio. Se obtuvieron 30.09 g (80%) de un sdélido amarillo palido el cual mostré ser un
solo compuesto por ccf cdd de 0.39 Sistema Il pf de 125.8-126.5 °C. RMRH (300 MHz,
DMSO-d6) §: 2.13 (s, 3H), 8.01 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 10.48, (H). RMN*C (75 MHz,
DMSO-d6) 6: 23.9, 126.3, 127.0, 127.0, 131.7, 136.8, 141.9,3L&EM (EI, ID)m/z 206 (M™,

100%), 160 (M—46, 28%), 133 (M-73, 30%). Apéndice de espectros, paginas 119-121 (espectros
5-7).
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8.1.3.1.3 4,5-Dicloro-2-nitroanilina (4)

A una suspension de 29.98 g (120.4 mmol) del comp@esito50 mL de MeOH, se le adicioné
lentamente, una solucién de 9.63 g (240.8 mmol, 2 eq) de NaOH en 5 mDdesd calento a

una temperatura entre 70-80 °C durante 15 minutos con agitacion magnética. Finalmente, la
mezcla de reaccion se vertié en 300 g de hielo-agua, formando un sélido amarillo que se separ6
por filtracion al vacio y se lavé con agua helada hasta pH neutro. Se obtuvieron 22.68 g (91%) de
un soélido amarillo que mostré ser un solo compuesto en cdkam0.57 Sistema Il pf 178.8-

179.5 °C. RMNH (300 MHz, DMSQd6) &: 7.30 (s, 1H), 7.65 (sa, 2H), 8.14 (s, 1H). RIS

(75 MHz, DMSOd6) 6: 116.8, 120.3, 126.9, 129.7, 138.7, 145.6. EM (B), m/z 206 (M",

100%), 160 (M—-46, 68%), 133 (M-73, 70%). Apéndice de espectros, paginas 123-125 (espectros
9-11).

8.1.3.14 Procedimiento general den@r (7 y 8)
8.1.3.1.4.1 A partir de 4,5-Dicloro-2-nitroanilind)

En un matraz de 250 mL, acondicionado con termdémetro, columna Vigreux y atmadsfera de
nitrdgeno, se prepard una suspensiod (& mmol, 1 eq.)5 66 (106.7 mmol, 1.1 eq.) y&Os

(145.5 mmol, 1.5 eq) en 72 mL de DMF y 2 mL dg€©HLuego, la mezcla se calent6 a 115 °C
durante 6 horas bajo atmadsfera de nitrégeno. Terminada la reaccion (ccf) se eliminé el disolvente
a presion reducida, el producto resinoso se suspendié en 100 miOde dé agitdé durante 24

horas para obtener un solido de color café, el cual se separd por filtracién al vacio y dejo secar
con succion. El producto se purifico por filtracion sobre alimina neutra, en una relacion de 1g del
compuestd u 8 por 5 g de alumina, usando & como fase movil. Posteriormente, el filtrado

se concentré a presion reducida obteniendo el compuesto crudo correspordieghtel(cual se

us6 como tal en reacciones posteriores.

8.1.3.1.4.2 A partir de N-(4,5-Dicloro-2-nitrofenil)acetamid@ (

En un matraz de 100 mL, acondicionado con termémetro, columna Vigreux y vacio de 150-200
mmHg del laboratorio (250 mm de Hg) se prepard una soluci@n(4i215 mmol)5 6 6 (44.16

mmol, 1.1 eq) y KCOs (60.22 mmol, 1.5 eq) en 40 mL de DMF. Luego se calento a 70 °C
durante 6 horas. Terminada la reaccion se eliminé la DMF a presion reducida, se agregaron 100
mL de agua y se obtuvo un sélido amarillo. El producto crudo se suspendié en 30 mL de MeOH
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frio, se agitd y se filtr6 con vacio, se lavé con 10 mL de MeOH helado y se dej6 secar. El

producto obtenido se us6 como tal en reacciones posteriores.

8.1.3.1.4.1.1 Sintesis de 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina (7)

Empleando el método 8.1.3.1.4.1 se obtuvieron 21.98 g (72%)adeno un soélido amarillo
intenso, el cual mostré6 una mancha principal por ccfRahe 0.56 Sistema Ill. Una muestra
analitica se recristalizé de MeOH dando 95% de cristales amarillo-naraméletim8-146.5 °C.

RMN 'H (300 MHz, DMSGQGd6) §: 6.25 (s,1H), 7.39 (dd, 1H=J.5, 0.9Hz), 7.46 (sa, 2H), 7.58-

7.66 (m, 3H), 7.82 (dd, 1H= 7.5, 2.2Hz ), 7.95 (d, 1H,)= 8.4 Hz), 8.08 (dd, 1HJ=6.9, 2.3

Hz), 8.20 (s, 1H). RMN3C (75 MHz, DMSOd6) §: 104.0, 110.0, 117.7, 121.2, 126.2, 126.3,
126.5, 126.8, 127.6, 127.6, 127.7, 128.8, 135.3, 147.4, 149.6, 159.6. EM (B1/4314 (M™,

95%), 279 (M-35, 80%), 233 (M-81, 100%). Apéndice de espectros, paginas 133-135 (espectros
19-21).

8.1.3.1.4.1.2 Sintesis de 4-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitroanilina (8)

Empleando el método 8.1.3.1.4.1 se obtuvieron 22 g (68%) de un solido amarillo intenso, el cual
mostré una mancha principal por ccf cBhde 0.60 Sistema Ill. Una muestra analitica se
recristalizd de MeOH dando 92% de cristales amarillo-naranjafch49-150°C. RMN *H (300

MHz, DMSO-d6) &: 6.32 (s, 1H), 7.44 (dd, 1K= 8.2, 1.5Hz), 7.55, (sa, 2H), 7.56 (t, 185

8.2 Hz), 7.70 (dd, 1H)= 8.1, 1.5Hz), 8.18 (s, 1H). RMN3C (75 MHz, DMSOd6) &: 104.1,

109.7, 122.3, 125.0, 126.6, 127.8, 128.6, 130.1, 133.7, 147.3, 151.1, 156.7. EM ({&iz 1882

(M*, 65%), 262 (M-70, 100%), 251 (M-81, 45%). Apéndice de espectros, paginas 156-158
(espectros 42-44).

8.1.3.1.4.2.1 Sintesis de-M-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitrofenillJacetamida (15)

Empleando el método 8.1.3.1.4.2 se obtuvieron 12.9 g (90%) de un soélido amarillo, el cual
mostré una mancha principal por ccf cBhde 0.58 Sistema IV. Una muestra analitica se
recristalizd de MeOH dando 90% de cristales amarillospfd76-177 °C. RMNH (300 MHz,
DMSO-d6) &: 1.93 (s, 3H), 7.10 (s, 1H), 7.39 (d, 14, 7.3 Hz), 7.56-7.65 (m, 3H), 7.85 (d, 1H,

J= 7.6 Hz), 7.94 (d, 1H,)= 8.2 Hz), 8.07 (d, 1H,= 7.7 Hz), 8.31 (s, 1H), 10.21 (s, 1H). RMN

13C (75 MHz, DMSO0d6) &: 24.0, 111.2, 117.2, 117.6, 121.2, 126.1, 126.5,7,2127.7, 127.7,
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127.8, 128.8, 133.1, 135.2, 136.6, 149.8, 157.9, 169.0. EM (EmIB)356 (M™, 100%), 310
(M-46, 45%), 279 (M-77, 78%). Apéndice de espectros, paginas 129-131 (espectros 15-17).

8.1.3.1.4.2.2 Sintesis de N-[4-Cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitrofenillacetamida (16)

Empleando el método 8.1.3.1.4.2 se obtuvieron 13.1 g (87%) de un solido amarillo pélido, el cual
mostré6 una mancha principal por ccf cBnde 0.56 Sistema IV. Una muestra analitica se
recristalizd de MeOH obteniendo 92% de cristales amarillo-naranjafd@®.5-161.2 °C. RMN

H (300 MHz, DMSGd6) &: 2.04 (s, 1H), 7.20 (s, 1H), 7.43 (dd, 114,8.1, 1.4Hz), 7.56 (t, 1H,

J= 8.0 Hz), 7.69 (dd, 1HJ= 8.4, 1.4Hz), 8.31 (s, 1H), 10.32 (s, 1H). RMNC (75 MHz,
DMSO-d6) o: 24.1, 111.2, 117.6, 121.9, 124.8, 127.9, 128.6,113133.1, 133.8, 137.1, 151.2,
156.0, 169.2. EM (EI, ID) m/874 (M"™,20%), 332 (M—42, 100%), 262 (M-112, 45%). Apéndice

de espectros, paginas 152-154 (espectros 38-40).

8.1.3.14 Procedimiento general para hidrolisis de acetamidas 15y 16 en medio basico

En un matraz de 100 mL, equipado con termémetro y agitacibn magnética, se traté una
suspension d&5 6 16 (36.2 mmol, 1 eq.) en 50 mL de MeOH con una solucién de 54.3 mmol
(1.5 eq) de NaOH en 5 mL de®ly se calentdé a una temperatura entre 70-80 °C durante 15
minutos. La mezcla de reaccion se dejo llegar a la temperatura ambiente y luego se vertio sobre
100 g de hielo-agua. El sélido anaranjado que se formo se separd por filtracién al vacio y se lavo
con agua helada hasta pH neutro. Este producto mostré6 las mismas caracteristicas fisicas,
espectroscopicas y espectrométricas expuestas en el §drdal.4.1.1y 8.1.3.1.4.1.2 pero
aumentado los correspondientes rendimientos de los compuestos deged@B §, 95%38,

11.4 g, 96%).

8.1.3.1.5 Procedimiento general para hidrogenacion catalitica

Una mezcla d& u 8 (38.12 mmol), 30% en peso de Ni-Raney y 150 mL de metanol se agité con
cargas constantes de 60 IB/ge hidrégeno hasta consumirse la materia prima. El catalizador se
elimind por filtracion al vacio sobre Celita y el filtrado se concentrd a presion reducida con lo que
se obtuvo la diamina correspondien821(). Los productos de reduccién se sometieron sin

previa purificacion a la siguiente reaccion.
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8.1.3.1.6 Procedimiento general de ciclocondensacion

En un matraz de tres bocas de 250 mL, equipado con termOmetro, refrigerante en posicion de
reflujo, agitacion magnética y atmosfera de nitrégeno, se prepardé xantato de etilpotasio
mezclando KOH (60 mmol, 1.5 eq), 30 mL de EtOKBHeN una relacion 80:20, €80 mmol,

1.5 eq) y agitando durante 30 minutos. Posteriormente, se agrego lentamente una solucién de la
o-fenilendiamina 6 10 cruda en etanol (30 mL) y la mezcla se calent6 a reflujo a 60 °C durante

4 horas, después se agitd durante toda la noche a temperatura ambiente. Por ultimo, se agregarol
150 mL de HO, se neutralizé con acido aceético al 10% y se formo un sélido blanco. El sélido se

separo por filtracion al vacio y se lavo cofOHepetidas veces hasta alcanzar pH neutro.

8.1.3.1.6.1  Sintesis de 5-Cloro-2-(mercapto)-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazpl (

Se obtuvieron 11.10 g (85%) de un solido beige que mostro ser un solo compuesto poRccf con
de 0.4 Sistema Ill, pf 273-275 °C. RMNH (300 MHz, DMSGd6) &: 6.75 (d, 1H,J=7.6 Hz),

6.85 (s, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.40 (t, 1858.0 Hz), 7.35-7.38 (m, 2H), 7.68 (d, 1H=8.2 Hz),
7.96-7.98 (m, 1H), 8.15-8.18 (m, 1H), 12.60 (sa, 2H). RN (75 MHz, DMSOd6) §: 102.8,

111.1, 111.4, 119.4, 121.7, 123.5, 125.4, 126.5, 126.8, 127.4, 128.3, 130.1, 132.6, 134.9, 147.5,
153.2, 170.2. EM (El, IDm/z 326 (M™, 100%), 291 (M-35, 60%). Apéndice de espectros,
paginas 137-139 (espectros 26-28).

8.1.3.1.6.2  Sintesis de 5-Cloro-2-(mercapto)-6-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimid&}ol (

Se obtuvieron 12.02 g (87%) de un sélido beige que mostrd ser un solo compuesto poRccf con
de 0.35 Sistema lll pf 294-295 °C. RMNH (300 MHz, DMSGd6) &: 6.80 (dd, 1HJ=8.3, 1.4

Hz), 6.98 (s, 1H), 7.32 (t, 1H, J=81z), 7.36 (s, 1H), 7.44 (dd, 1H=8.1, 1.4Hz), 12.75 (s,

1H), 12.79 (s, 1H). RMNSC (75 MHz, DMSOd6) &: 103.2, 111.2, 116.4, 119.5, 121.8, 125.3,
129.3, 130.7, 132.6, 133.4, 146.1, 154.6, 170.4. EM (EIm) 344 (M, 100%), 274 (M-70,
70%). Apéndice de espectros, paginas 160-162 (espectros 46-48).

8.1.3.1.7 Procedimiento general de-&lquilacion con yoduro de metilo

Una mezcla ddll 6 12 (40 mmol), KOH (44 mmol, 1.1 eq) y 36 mL de acetona se agito a
temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno. La solucién oscura resultante se coloco en un
bafio de hielo y se enfrié entre 0& Posteriormente se agregaron gota a gota 4 mmol (1 eq) de

yoduro de metilo diluido en 5 mL de acetona. Culminada la adicion, la mezcla se agit6 a
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temperatura ambiente durante 30 minutos. El disolvente se elimind a presion reducida,
consecutivamente, la mezcla se vertio sobre 100 mL de agua y se neutralizé con una solucion de
HCI al 20%. El sdlido resultante se separé por filtracion al vacio; inmediatamente, se sometio a
una filtracion en columna con alimina neutra utilizando una relacién de 1 g del conjfau@sto

14y 5 g de alumina neutra como fase movil,CH.

8.1.3.1.7.1  Sintesis de 5-Cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidd8)I (

Se obtuvieron 12.95 g (95%) de un sélido blanco que mostré ser un solo compuesto por ccf con
R: de 0.4 Sistema lll. Se recristalizé de MeOH dando 80% de cristalgs £68-193 °C. RMN

H (300 MHz, DMSGd6) §: 2.69 (s, 1H), 6.64 (d, 1H=7.6 Hz), 7.27 (s, 1H), 7.37 (t, 1H, J=8.0

Hz), 7.62-7.54 (m, 2H), 7.64 (d, 1858.4 Hz), 7.72 (s, 1H), 7.93-8.00 (m, 1H), 8.23-8.30 (m,

1H), 12.73 (sa, 1H). RMN®C (75 MHz, DMSOd6) &: 14.3, 110.2, 119.2, 121.8, 122.8, 125.3,
126.4, 126.5, 127.2, 128.2, 134.9, 146.3, 153.9, 154.2. EM (Eimi®)340 (M", 100%), 305

(M-35, 65%), 290 (M-50, 55%). Apéndice de espectros, paginas 141-143 (espectros 27-29).

8.1.3.1.7.2 Sintesis de 5-Cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxi)-1H-bencimidadol (

Se obtuvieron 13.23 g (92%) de un sélido blanco que mostrd ser un solo compuesto efccf con
0.45 Sistema Ill. Se recristaliz6 de MeOH dando 85% de cristalesfdat6-177 °C. RMNH

(300 MHz, DMSQd6) &: 2.73 (s, 1H), 6.68 (dd, 1H=8.3, 1.4Hz), 7.28 (t, 1H, J=8.Hz), 7.38

(s, 1H), 7.39 (dd, 1H]=8.1, 1.4Hz), 7.72 (s, 1H), 12.84 (s, 1H). RMRC (75 MHz, DMSO€6)

6: 14.9, 106.3, 115.3, 116.5, 120.9, 121.9, 125.8,3,20133.4, 133.9, 135.6, 146.9, 154.4, 154.9.
EM (El, ID) m/z 358 (M™, 100%), 327 (M-31, 85%). Apéndice de espectros, paginas 164-166
(espectros 50-52).

8.1.3.2 Sintesis de los productos finales

8.1.3.2.1 Procedimiento general para la sintesis de hidroximetilbencimidazoles

Una suspension dé&3-14 (23.47 mmol), formaldehido (35.20 mmol, 1.5 eq, solucion de
formaldehido al 37% m/m en agua, 10-15% de metanol como estabilizador y 25 mLCGle CH

se agito a temperatura ambiente durante 3 horas bajo atmdsferaGldminada la reaccion, la
mezcla se colocé en un embudo de separacion para eliminar el agua contenida en el formaldehido

y la fase orgénica se seco sobre una cama giglanhidro. Por ultimo, se elimind el disolvente
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al vacio. Se formd un sdlido blanco, el cual se separé por filtracion al vacio y se lavé con 10 mL

de una mezcla fria de hexano-Cki(80:40).

8.1.3.2.1.1 Sintesis de 6-Cloro-1-(hidroximetil)-2-(metiltio)-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol
(173 y 5-Cloro-1-(hidroximetil)-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazlr )

Se obtuvieron 6.52 g (75%) de un solido blanco que mostré ser dos compuestos enRecf con
0.25 y 0.3 Sistema Il pf 134.5-135°C. RMN *H (300 MHz, DMSQd6) 8: 2.74 (s, 3H), 2.77 (s,

3H), 5.45 (d, 2HJ=7.1 Hz), 5.55 (d, 2HJ=7.1 Hz), 6.63 (d, 1H,)=4.8 H2, 6.66 (d, 1HJ=4.9

Hz), 6.82 (t, 1H,J=7.3 Hz), 6.91 (t, 1HJ=7.3 Hz), 7.35-7.50 (m, 3H), 7.58 (s, 1H), 7.60-7.73

(m, 6H), 7.88 (s, 1H), 7.93 (s, 1H), 7.98-8.06 (m, 2H), 8.28-8.39 (m, 2H),. BRIN75 MHz,
DMSO-6) &: 14.6, 14.7, 67.0, 67.1, 104.6, 109.9, 109.9, 11112.0, 119.0, 119.7, 120.1,
121.7, 121.8, 122.7, 122.8, 125.2, 125.2, 126.4, 126.5, 126.6, 127.3, 127.3, 128.2, 133.8, 134.9,
134.9, 135.8, 141.1, 143.0, 146.3, 146.5, 153.9, 153.9, 155.2, 155.4. Apéndice de espectros,
paginas 145-147 (espectros 31-33).

8.1.3.2.1.2 Sintesis de 6-Cloro-1-(hidroximetil)-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-
bencimidazol 189 y 6-Cloro-1-(hidroximetil)-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofenoxi)-1H-
bencimidazol 18b)

Se obtuvieron 7.13 g (78%) de un sdlido blanco mostrd ser dos compuestos enRedd.2@ry

0.31 Sistema Il pf 144-145°C. RMN H (300 MHz, DMSQGd6) &: 2.74 (s, 3H), 2.76 (s, 3H),

5.46 (d, 2H), 5.53 (d, 2H), 6.64-6.72 (m, 2H), 7.34-7.26 (m, Zt85-7.45 (m, 2H), 7.49 (s, 1H),

7.57 (s, 1H), 7.85 (s, 1H), 7.90 (s, 1H). RNAC (75 MHz, DMSOd6) &: 14.6, 14.7, 67.0, 67.1,

104.4, 111.1, 115.5, 115.7, 119.0, 119.3, 119.6, 121.4, 124.8, 124.8, 129.1, 129.2, 133.3, 133.3,
134.2, 135.7, 141.4, 143.0, 145.3, 145.5, 155.0, 155.1, 155.6, 155.8. Apéndice de espectros,
paginas 168-170 (espectros 54-56).

8.1.3.2.2 Procedimiento general para la sintesis de acetiloximetilbencimidazoles

Una mezcla dd.7a-b o 18a-b (16.17 mmol), 4-dimetilaminopiridina (5.39 mmol, 0.3 eq) y 50

mL de CHCIl> se agitd a temperatura ambiente durante 15 minutos; enseguida se agregd
lentamente anhidrido acético (24.5 mmol, 1.5 eq). Culminada la adicion, se agité a temperatura
ambiente durante 2 horas. Posteriormente, la mezcla de reaccion se lavo dos veces con 20 mL
agua carbonatada al 5% y se secO sobre una cama8eMdahidro. Finalmente se elimind el

disolvente al vacio generando un sélido blanco, se filtr6 y se lavé con hexano frio.
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8.1.3.2.2.1 Sintesis de Acetato de [6-Cloro-2-metiltio-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-1-
ilmetilo (208) y Acetato de [5-Cloro-2-metiltio-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-1-iljmetilo
(20b)

Se obtuvieron 6.00 g (90%) de un solido blanco que mostrd ser dos compuestos eircsfZon

y 5.6 Sistema Il ypf 172-173°C. RMN H (300 MHz, DMSGd6) &: 2.06 (s, 3H), 2.17 (s,
0.65H), 2.80 (s, 0.68H), 5.92 (s, 2H), 6.03 (s, 0.45H), 6.74 (d,J¥RA.6 Hz), 6.84 (d, 0.1H,
J=7.6Hz), 6.91 (t, 1H, J=7.3z), 7.26 (s, 1H), 7.41-7.31 (m, 1.5H), 7.49-7.70 (m, 4H), 7.85 (s,
1H), 7.90-7.92 (m, 2H), 8.36-8.44 (m, 1H). RMRC (75 MHz, DMSOd6) 5: 14.8, 20.7, 65.3,
110.0, 110.9, 111.7, 121.0, 122.0, 123.2, 125.7, 126.0, 126.7, 127.8, 132.6, 135.0, 142.6, 149.0,
153.3, 155.5, 170.1. EM (EI, IDW/z 412 (M, 100%), 340 (M=72, 35%), 305 (M—107, 40%).
Apéndice de espectros, paginas 148-150 (espectros 34-36).

8.1.3.2.2.2 Sintesis de 6-Cloro-1-acetilmetil-2-metiltio-5-(2,3-diclorofenoxi)-1-H-bencimidazol
(21a) y 5-Cloro-1-acetilmetil-2-metiltio-6-(2,3-diclorofenoxi)-1-H-bencimidazdld)

Se obtuvieron 5.93 g (85%) de un solido blanco que mostré ser dos compuestos enRecf con
0.33 y 0.41 Sistema 1l pf 113-114 °C. RMNH (300 MHz, DMSGd6) §: 2.06 (s, 3H), 2.11 (s,

1H), 2.76 (s, 1H), 2.77 (s, 3H), 7.27-7.35 (m, 1.35H), 7.40-7.44 (m, 1.23H), 7.50 (s, 0.24H), 7.63
(s, 1H), 7.88 (s, 1H), 7.98 (s, 0.27H). RM#C (75 MHz, DMSOd6) 5: 14.4, 20.4, 65.9, 104.2,
115.4,118.9, 119.8, 121.1, 124.6, 128.8, 132.9, 135.4, 140.6, 145.3, 154.4, 155.8, 169.7. EM (El,
ID) m/z 430 (M™, 100%), 327 (M-31, 85%). Apéndice de espectros, paginas 170-172 (espectros
56-58).

8.1.3.2.3 Sintesis de intermediarios con fésforo
8.1.3.2.3.1  Sintesis de fosfato monohidrogeno de di-terc-b2dijo (

Una mezcla de 25 mL (25 g, 128.08 mmol) de fosfito deerdtbutilo (22), 10.75 g (128.08

mmol, 1 eq) de NaHC£y 80 mL de agua desionizada se agitdo a 0 °C en un bafio de hielo-sal,
una vez alcanzada la temperatura se dej6 reaccionar por 20 minutos, posteriormente se dividieron
16.19 g (102.47 mmol, 0.8 eq) de KMnén 3 partes iguales y se agregaron cada 20 minutos a la
reaccion. Se observé la formacion de un precipitado de color café y la mezcla de reaccion se dejo
a temperatura ambiente con agitacion durante 1 hora, después se filtr6 al vacio y el solido café
residual se lavd con 10 mL de agua desionizada. Las aguas madres de color purpura se trataron

con 2 g de carbon activado y se colocaron a reflujo durante 15 minutos a 60 °C, luego se filtro al
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vacidé sobre una cama de Celita y se lavé con 10 mL de agua desionizada. Las aguas madres
traslucidas obtenidas, se colocaron en un bafio de hielo-s4l & 8e agrego gota a gota HCI
concentrado hasta pH 1 (se monitore6 el pH conforme se agregé el HCI). El sélido blanco que se
obtuvo se separ6 por filtracion con vacio, se lavo con 5 mL de agua desionizada fria y se dejé
secar al aire. Este producto se disolvié en cloroformo y se seco g8@uidahidro, se filtré y se
concentrd al vacio originando 24.1 g (89%) de un sélido blanco. BMIS00 MHz, DMSOels)

5: 1.38 (s, 18H); RMNC (75 MHz, DMSOdg) &: 29.7 (d,J= 4.3 Hz), 79.6 (d,J= 6.9 Hz);

RMN 3P (122 MHz, DMSGQdg,) &: -9.03 (s). Apéndice de espectros, paginas 17 7dsf8ctros

63-65).

8.1.3.2.3.2  Sintesis de fosfato de di-terc-butiltetrametilam&3jo (

Una suspension de 20 g (95.14 mmol) de fosfato monohidrogenatete-tistilo (24) y 80 mL

de acetona se agitdé a 0 °C en un bafio de hielo-sal durante 30 minutos con agitacion vigorosa.
Posteriormente, se agregaron lentamente 25.86 mL (95.14 mmol) de hidroxido de
tetrametilamonio (el hidréxido de tetrametilamonio se tomé de una solucién al 25% en agua) y se
agité a temperatura ambiente durante 30 minutos. Culminado el tiempo, el disolvente se removio
a presion reducida para dar un semi-solido. Finalmente se agregaron 10 mL de hexano y se
coloco en refrigeracion durante 24 horas. Se obtuvieron 23.4 g (87%) de un sdlido blanco. RMN
H (300 MHz, DMSOds) 8: 1.25 (s, 18H), 3.14 (s, 12H); RMNC (75 MHz, DMSO«) §: 30.3

(d, J= 4.2 Hz), 54.3 (tJ=4.1), 72.8 (d,J= 7.2 Hz); RMN 3P (122 MHz, DMSQdg) 8: -7.79 (s).
Apéndice de espectros, paginas 180-182 (espectros 66-68).

8.1.3.2.3.3  Sintesis de clorosulfato de cloromefi) (

En un matraz bola de tres bocas de 250 mL, equipado con embudo de adicion, termometro y bafo
de hielo sal, se colocaron 20 mL (300 mmol, 2 eq) de acido clorosulf@3icy e le agregaron
lentamente 10 mL (150 mol) de bromoclorometa®).( Posteriormente, se adapté un
refrigerante con trampas de NaOH y se procedié a calentar a reflujo (70 °C) con agitaciéon
durante 3 horas. Después, la mezcla de reaccidon se dejo llegar a temperatura ambiente y se vertic
lentamente sobre 50 g de hielo. Se extrajo copGBH20x2 mL). Los extractos organicos se
reunieron y se lavaron con 10 mL de agua fria, consecutivamente se secarosSearaNaidro

y se concentraron a presion reducida. El residuo se destil6 de bulbo-bulbo a presién reducida
(utilizando un horno de vidrio para microdestilaciones Kugelrohr) y se colecté el compuesto
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deseado a 59 °C, 16 mmHg. Se obtuvieron 5 2deomo un aceite traslicido con un
rendimiento de 20.2%. RMRH (300 MHz, DMSOds) &: 5.58 (s). RMNC (75 MHz, DMSO-
ds) 6: 55.8. Apéndice de espectros, paginas 174-176deepé0-62).

8.1.3.2.3.4  Sintesis de fosfato de di-terc-butilclorome2ip (

Una suspension de 20 g (70.58 mmol) de fosfato derdibutiltetrametilamonio 35), 23.71 g

(282.34 mmol) de NaHC£en 150 mL de agua desionizada y 2.39 g (7.05 mmol) de TBAHS
(sulfato monohidrégeno de tetrabutilamonio) se agité a 0 °C por 10 minutos y posteriormente se
agregaron 80 mL de GBIl.. Consecutivamente se agrego, gota a gota, una mezcla de 13.97 g
(9.65 mL, 84.70 mmol) de clorosulfato de cloromet?@)(en 60 mL de CbCl> y terminada la
adicioén, la mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 24 horas. La fase organica
se separo, se lavé con 40 mL de una solucién saturada de NaCl y con 40 mL de una solucién al
2% de NaHC@ Por ultimo, la fase organica se sec6 sobre una cama$&&Nanhidro y se

elimino el CHCIz a presion reducida (a 20 °C). Se formo un aceite de color amarillo palido 0.71

g con rendimiento de 89%. RMM (300 MHz, CDC}) §: 1.49 (d, 18H, J=0.7 Hz), 5.66 (d, 2H,
J=14.9Hz); RMN °C (75 MHz, CDC}) &: 29.9 (d,J= 4.3 Hz), 73.3 (dJ= 7.0Hz), 84.2 (dJ=

7.9 Hz); RMN 3P (122 MHz, CDGJ) &: -11.86 (s). Apéndice de espectros, paginas 183-186
(espectros 69-72).

8.1.3.2.4 Procedimiento general para la obtencion de los profarmacos MFR-33 y MFR-34

8.1.3.2.4.1  Sintesis de los fosfatos de di-terc-buitba{y 30a-h

Una suspension de NaH (102.69 mmol, 3.5 eq., este compuesto se encuentra al 60% en aceite
mineral) y 50 mL de DMF anhidro se agitd durante 15 minutos a 0 °C en un bafio de hielo-sal.
Lentamente se agregardB3 6 14 (29.34 mmol, 1 eq) y se afiadié gota a gota una solucion de
fosfato de diterc-butilclorometilo 8) (38.14 mmol, 1.3 eq) en 15 mL de DMF. La mezcla
resultante se agitdé durante 24 horas. Culminado el tiempo, se filtré al vacio y el solido
sobrenadante se lavé con 10 mL de DMF. El filtrado obtenido se concentro a presion reducida
hasta sequedad. La resina obtenida se eluyé sobre una columna con 10 g de gel de silice
(columna de 20 cm de alto x 1.5 cm de didmetro) utilizando como fase mavil 100 mL de una
mezcla de AcOEt/éter de petréleo al 50/50 y posteriormente 100 mL de éter dietilico, todas las

fracciones se juntaron y se elimind el disolvente a presion reducida, obteniendo una resina. La
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resina se suspendié en un sistema 85/15 hexano/AcOEt y se agitd a 0 °C. Se observo la

precipitacion de un sélido blanco, se filtr6 al vacio y se lavé con hexano frio.

8.1.3.2.4.1.1 Sintesis de Fosfato de [5-cloro-2-metiltio-6-(1-naftiloxitdbencimidazol-1-

iljmetil di- terc-butilo (29b)

En esta reaccion se logré purificar un solo regioisomero. Se obtuvieron 6.01 g (36.4%) de un
sélido blanco que mostré ser una mancha en ccRe0r8 sistema V pf de 130-130.5 °C con
descomposicion. RMMH (300 MHz, DMSO¢s, & ppm) 1.20 (s, 18H), 2.74 (s, 3H), 5.82 (d, 2H,
J=11 Hz), 6.64 (d, 1H)=6.8 Hz), 7.36 (t, 1H, ), 7.44 (s, 1H), 7.58-7.60 (m, 2H), 7.65 (d,JEH,

8.5 Hz), 7.87 (s, 1H), 7.95-7.98 (m, 1H), 8.23-8.25 (m, 1H); RMGI (75 MHz, DMSOds, &

ppm): 15.0, 29.6 (dJ= 4.2 H2, 68.8 (d,J= 5.8 H2, 83.2 (d,J= 7.3 H2, 104.5, 110.5, 119.4,
120.6, 121.7, 123.3, 125.4, 126.3, 126.7, 127.4, 128.3, 135.0, 135.6, 140.7, 147.0, 153.6, 155.8;
RMN 3P (122 MHz, DMSQds, & ppm) -11.78 EMAR-ES+ Calculado para:83::N20sSCIP:
563.1536 /2, encontrado: 563.1558(2. Apéndice de espectros, paginas 187-191 (espectros
73-77).

8.1.3.2.2 Sintesis de los fosfatos dihidrog&ia{by 32a-)

Una suspension d29a-b o 30a-b (10.65 mmol) y 15 mL de dioxano anhidro se agité a 0 °C
durante 10 minutos; consecutivamente, se adicion0 15 mL de una solucion 4N de HCI en
dioxano. La mezcla resultante se agité vigorosamente a temperatura ambiente durante 45 minutos
en atmdsfera de nitrégeno y se origind un precipitado blanco. El precipitado formado se filtr al
vacio utilizando dioxano frio para lavar y las aguas madres se concentraron a presion reducida a
la mitad de su volumen. Se generd un sdlido blanco, el cual se separo por filtracion al vacio y se

lavd con dioxano frio.

8.1.3.2.2.1  Sintesis de Fosfato dihidrogeno de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftiloxiptd
bencimidazol-1-iljmetilo (31a) y Fosfato dihidrogeno de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-
1H-bencimidazol-1-ilmetilo (31b)

Las aguas madres de la reacciéon 8.1.3.2.4.1.1, las cuales provienen del lavado con el sistema
85/15 hexano/AcOEt, se concentraron a presién reducida hasta sequedad, y sin previa
purificacion la resina obtenida se sometié a la hidrélisis déelosbutilos obteniendo el otro
regioisomero. Por esta razon se sugiere que después de haber pasado por la columna (utilizandc

como fase movil 50/50 AcOEt/éter de petroleo 100 mL y posteriormente 100 mL de éter
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dietilico) someter a hidrdlisis a la resina resultante. Después de someter a hidrolisis la resina

anteriormente descrita se obtuvo un precipitado blanco con las siguientes caracteristicas:

Sadlido blanco (4.32 g, 90%) de una mezcla de regioisomeros en una proporcion (pdB8g-y

137 °C con descomposicion. RMMN (300 MHz, DMSOds, & ppm) 2.72 (s, 3H), 2.76 (s, 3H),

5.81 (d, 2HJ=9.3Hz), 5.89 (d, 2HJ= 9.3 Hz), 6.58 (d, 1HJ=7.6 Hz), 6.62 (d, 1HJ=7.6 HZ),
7.31-7.41 (m, 2H), 7.43 (s, 1H), 7.59-7.67 (m, 7H), 7.88 (s, 1H), 7.90 (s, 1H), 7.97-8.00 (m, 2H),
8.24-8.35 (m, 2H); RMNEC (75 MHz, DMSO¢s, § ppm): 14.9, 14.9, 68.4 (@= 3.6 H2, 105.4,

109.4, 110.1, 111.3, 112.3, 119.3, 120.2, 120.9, 121.8, 121.8, 122.7, 123.0, 125.1, 125.3, 126.5,
126.5, 126.6, 127.4, 127.4, 128.2, 128.3, 133.7, 134.9, 134.9, 135.8, 141.0, 142.9, 146.3, 147.1,
153.8, 154.0, 155.9 156.1; RMNP (122 MHz, DMSQds, 5 ppm) -2.57; -2.70 AREM-ES+
Calculado para €H17N2OsSCIP: 451.0284 ni/2, encontrado: 451.0269n(2. Apéndice de
espectros, paginas 196-199 (espectros 79-85).

8.1.3.2.2.2  Sintesis de Fosfato dihidrégeno de [5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-2-(metiltio)-
1H-bencimidazol-1-iljmetilo (32a) y Fosfato dihidrogeno de [6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-
(metiltio)-1H-bencimidazol-1-iljmetilo (32b)

Se obtuvieron 4.65 g (93%) de un sélido blanco como mezcla de regioisdbmeros en una
proporcion 50:50 con upf 134-135 con descomposicion. RMN (300 MHz, DMSOds, §

ppm) 2.73 (s, 3H), 2.75 (s, 3H), 5.83 (d, 2K, 9.5), 5.88 (d, 2HJ= 9.5), 6.63-6.67 (m, 2H),
7.24-7.29 (m, 2H) 7.37-7.40 (m, 2H), 7.50 (s, 1H), 7.59 (s, 1H), 7.86 (s, 1H), 7.89(s, 1H); RMN
13C (75 MHz, DMSOds, 5 ppm) 14.9, 14.9, 68.4,(0= 3.2 Hz), 105.2, 111.3, 112.5, 115.3,
115.7, 115.9, 119.4, 119.8, 120.4, 124.8, 124.9, 129.2, 129.2, 133.4, 133.4, 134.1, 135.7, 141.3,
142.9, 145.4, 145.6, 146.0, 154.9, 155.0, 156.3, 156.4; RMK122 MHz, DMSQds, 5 ppm) -

2.57, -2.64; h/2AR-ES+ calculado para 16H13N20sPSCh: 468.9348, encontrado: 468.9324
(m/2. Apéndice de espectros, paginas 211-214 (espectros 97-100).

8.1.3.2.3 Sintesis de los fosfatos dis6dittisSR-33 y MFR-34)

Una suspensiéon d&la-b o 32a-b (22.18 mmol) y 80 mL de una mezcla MeOKIH(95:5) se

agitaron durante 30 min a 0 °C en un bafo de hielo-sal, posteriormente se agrego gota a gota una
solucién de NaOH (22.18 mmol, 1 eq) en 5 mL d® Hbajo agitacion vigorosa. La mezcla
resultante se agitd a temperatura ambiente durante 30 minutos. La solucion se concentrd y seco a

presion reducida obteniendo un solido blanco, el cual se lavé con hexano frio.
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8.1.3.2.3.1 Sintesis de fosfato disodico de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxhH-L
bencimidazol-1-iljmetilo (MFR-33a) y fosfato disddico de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-
naftiloxi)-1 H-bencimidazol-1-il[jmetilo (MFR-33b)

Se obtuvieron 9.87 g (90%) de un so6lido blanco como una mezcla de regioisdémeros (50:50).
RMN H (300 MHz, DO, § ppm) 2.53 (s, 3H), 2.61 (s, 3H), 5.48 (d, 21 4.2 Hz), 5.62 (d,

2H, J= 4.7Hz), 6.68 (d, 1H)=7.7 Hz); 6.72 (d, 1H,J=7.8 Hz), 7.10 (s, 1H);7.36 (s, 1H), 7.23-

7.29 (m, 3H), 7.31 (s, 1H), 7.46-7.51 (m, 4H), 7.54-7.61 (m, 2H), 7.79 (s, 1H), 7.83-7.89 (m,
2H), 8.13-8.20 (m, 2H); RMNC (75 MHz, DO, § ppm) 14.1, 14.2, 68.0, 68.1, 103.2, 108.7,
111.4, 111.6, 111.8, 118.0, 120.3, 120.4, 121.3, 121.3, 123.2, 123.2, 125.1, 126.0, 126.1, 126.4,
126.4, 127.0, 127.1, 127.8, 127.9, 132.6, 134.5, 134.6, 134.9, 139.4, 141.6, 147.7, 147.8, 152.8,
153.0, 156.6, 156.7, 171.0; RMIP (122 MHz, RO, § ppm) 1.72; 1.49 EMAR-ES+ Calculado

para GoH14N20sNasSCIP: 516.9743n(/2, encontrado: 516.976™(2. Apéndice de espectros,
paginas 201-204 (espectros 87-90).

8.1.3.2.3.2  Sintesis de fosfato disodico de [5-cloro-6-(2,3-diclorofenoxi)-2-(metilti)-1
bencimidazol-1-iljmetilo (MFR-34a) y fosfato disédico de [6-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-
(metiltio)-1H-bencimidazol-1-iljmetilo (MFR-34b)

Se obtuvieron 10.25 g (90%) de un sdlido blanco como una mezcla de regioisémeros (50:50).
RMN H (300 MHz, DO, § ppm) 2.57 (s, 3H), 2.60 (s, 3H), 5.54 (d, 2 4.5Hz), 5.62 (d,

2H, J= 4.9 Hz), 6.51 (d, 1HJ= 8.3 Hz), 6.58 (d, 1HJ= 8.4 Hz), 6.92-7.03 (m, 2H); 7.09-7.16

(m, 3H), 7.33 (s, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.75 (s, 1H); RM (75 MHz, DO, § ppm) 14.1, 14.1,

68.0, 68.01, 103.5, 103.5, 109.1, 109.2, 111.8, 111.9, 115.8, 118.0, 118.1, 120.3, 121.67, 121.7,
124.8, 127.9, 128.0, 133.1, 133.2, 133.3, 134.8, 139.8, 141.5, 146.2, 146.2, 153.9, 154.0, 156.9;
RMN 3P (122 MHz, RO, § ppm) 1.61, 1.77; EMAR-ES+ Calculada par@HGiN2OsNaPSC#:
512.8987 /2, encontrando: 512.8986(2. Apéndice de espectros, paginas 216-219 (espectros
102-105).
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8.2 Prediccion de pk teérico para MFR-34
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Gréfica 8.2.1.1lustracién de los valores de pe MFR-34 (pKa1=1.40, pk= 4.19 y pks=6.45) predicho usando el
Software Marvin de ChemAxon. Este grafico muestra la distribuciébn de microespecies vs valores de pH.
http://www.chem.uwec.edu/marvin/
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Figura 8.2.1. pKa’'s tedricos de MFR-3dbtenidos de ACDLab/pKa.
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8.3 Parte analitica
8.3.1 Solubilidad acuosa

Para la determinacion de la solubilidad acuosa de los derivados hidrosolubles del compuesto alfa
y triclabendazol se utilizé un espectrofotometro Shimadzu UV 1601 con dos lamparas, una de

deuterio que lee de 190-350 nm y otra de tungsteno que lee de 350-1100 nm.

8.3.1.1 Datos para elaboracién de curva estandar de los compuestos 13y 14

Una solucion de 8 mg del compuesto aifd) (© triclabendazoll4), 1 mL de DMSO y 14 mL de
metanol se sonico 10 minutos y afor6 a 25 mL con metanol (solucién A, concentracion: 320
png/mL). De la solucion A se tom6é 1 mL y se afor6 a 10 mL (solucion B, concentracion: 32
png/mL). La solucion patron B se utilizo para preparar las correspondientes concentraciones. Las

lecturas se tomaron a una longitud de onda de 305 y 306 nm, respectivamente.

Concentracion Absorbanciade 13  Absorbancia de 14

(hg/mL)
12.8 0.804 0.658
6.4 0.406 0.335
3.2 0.258 0.168
1.6 0.103 0.082
0.2 0.025 0.019

'Absorbancia promedio de tres determinaciones.

8.3.1.2 Datos para elaboraciéon de curva estandar para MFR-33 y MFR-34

Una mezcla de 10 mg d¢FR-33 o MFR-34 y 50 mL de agua se agité y se aforé a 100 mL con
el mismo disolvente (Solucién A concentracién 100 pg/mL). Posteriormente, se tomaron 5 mL de
Ay se aforaron a 25 mL con agua (Solucion B concentracion 20 pg/mL). De la solucién B se

realizaron las respectivas diluciones para preparar la curva de calibracion.

Concentraciéon  Absorbanciade  Absorbancia de

(ug/mL) MFR-331 MFR-341
20 0.594 0.586
10 0.296 0.293
6 0.184 0.176
4 0.121 0.115
2 0.061 0.057

'Absorbancia promedio de tres determinaciones.
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Curva de calibracion de MFR-33

y = 0.0295x + 0.0032
R2? =0.9999

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Concentracion (ug/mL)

Curva de calibracion de MFR-34

0.6 y = 0.0294x - 0.0015
Rz=1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Concentracion (ug/mL)
8.3.1.3 Preparacion de las muestras

8.3.1.3.1 Preparacion de la muestra 13y 14

Se colocaron 10 mg del compuesto alfa o triclabendazol y 10 mL de agua en un tubo con
agitacion a temperatura ambiente durante 48 horas. Culminado el tiempo, la muestra se filtr6 a
través de un filtro WHATMAN 25 mm GD/X CA y se tomO el sobrenadante claro para

finalmente leer.
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8.3.1.3.2 Preparacion de las muestras MFR-33 y MFR-34

Se colocaron 50 mg d®IFR-33 0 MFR-34 en 2 mL de agua en un vial con agitacién a
temperatura ambiente durante 48 horas en un agitador marca Lab-line ORBIT Shaker 3520. De la
solucion anterior se tomdé una alicuota de 0.1 mL y se aforé a 100 mL, de ésta se tom6 1 mL y se

aforé a 2 mL.

8.3.2 Estabilidad acuosa

Para determinar la estabilidades de los profarmacos se utilizd un cromatografo de liquidos de alta
resolucion (CLAR o HPLC) con detector UV y una columna Zorbax SB C8 4.6 mm x 50 mm 5

pum.

Se preparo una solucion del compuesto dl& ¢ profarmacdMFR-33 a una concentracion de 1
mg/mL. En el caso d&3 la suspension se filtré a través de un filtro WHATMAN 25 mm GD/X

CA. Los filtrados, asi como la solucion #84FR-33 se diluyeron con 5 mL de agua. Las
soluciones se guardaron a temperatura ambiente (25 °C) por 26 horas; posteriormente, las
muestras se diluyeron, 5 mL en 10 mL de agua y se analizaron por UV-HPLC. La estabilidad del
compuesto13 y MFR-33 se determiné por comparaciéon de las areas bajo la curva
correspondientes a los compuestos, al tiempo cero (t0) y después de 24 horas de incubacion. El
tiempo de retencion para el profarmadBR-33 fue de 1.5 minutos, mientras que el tiempo de

retencion del compuesto alfa3] fue de 3 minutos.
8.3.3 Hidrdlisis enzimatica
Elaboracion de la curva para la cuantificaciomMieR-33 y MFR-34 por HPLC

Solucioén patrén: 10 mg de MFR-B) mL de HO bidestilada (1000 pg/mL)
Cantidad de inyeccion a la columna 20 pL

Tiempo de retencion para el MFR-=33.87+2 min
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CO?SS;HSC lon Area Area Area Promedio DE EE3
150 3914332 4054597 4059404 4009442.67 82403.386) 47575.6171
100 2739113 2725776 2743180 2736023 9104.16822 5256.29397
75 2080888 2025853 2047830 2051523.67 27702.8011 15994.2196
50 1330334 1366487 1391636 1362819 30815.1662 17791.1445
30 804186 823257 813176 813539.667 9540.69968 5508.32553
15 390978 442244 416138 416453.333 25634.4547 14800.0593
4500000
4000000 y = 26752x + 25640
3500000 R2=0.9997
3000000
8 2500000
< 2000000
1500000
1000000
500000
0

0

20

40

60

80 100

Concentracion, pg/mL

120 140

Solucioén patrén: 10 mg de MFR-BW mL de HO bidestilada (1000 pg/mL)

Fase moévil: MeOH: ACN: Buffer acetatos pH 5 (40:30:30)

Velocidad: 1 mL/minuto

Tiempo de corrida 15 minutos

Presion 90 kg/ckh

A 304 nm; Cantidad de inyeccidon a la columna 20 piémpo de retencién para el compuesto

MFR-34: 2.999+2 min

160

Concentracion Area Area Area Promedio DE EE3
(Hg/mL)
150 3468843 3521273 34787433489619.67 27855.9264 2014732.85
100 2320971 2262935 2314186 2299364 31730.3181 1327538.42
75 1720402 1772803 17478801747028.33 26210.8795 1008647.28
50 1138990 1110215 11579501135718.33 24035.087 655707.285
30 685576 678076 693926 685859.333 7928.79772 395981.071
15 346272 336405 342672 341783 4993.21169 197328.507
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4000000
3500000
3000000 y = 23315x - 15480
2500000 R2=0.9999
2000000
1500000
1000000
500000
0

Area

0 50 100 150 200
Concentracion, pg/mL

La muestra se preparo pesando 12.84 g de MFR-33 y 12.37mg de MFR34 y aforando a 100 mL

de una solucién buffer Tris 2100 mM.
8.4  Parte biologica

8.4.1 Evaluacion in vitro

Se utilizaron cajas de cultivo de 24 pozos marca NUNEn cada pozo se depositaron 1.6 mL de medio
de cultivo (RPMl/suero bovino), 0.2 mL de la concentracién de compuesto a probar y 0.2 mL de RPMI
conteniendo 10 fasciolas por pozo. Por cada placa se utilizaron pozos testigo conteniendo fasciolas sin
compuesto, ademas se incluyd un grupo testigo con un farmaco de referencia (Triclabendaz®i-Fasinex
Novartis). Cada concentracion se realizé por triplicado. Cada prueba permanecié en incubacion a 37
durante 4 dias bajo una atmésfera de @l(b%. Las fasciolas bajo estudio se examinaron a las 24, 48 y
72 horas post-exposicion al compuesto mediante un microscopio invertido a 40 x. La actividad de los
extractos se midié6 comparando la sobrevivencia de las fasciolas tratadas con relacién a las fasciolas del
grupo testigo. Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo condiciones asépticas en una campana de
flujo laminar. La eficacia se midi6 utilizando la siguiente formula.

No de fasciolas en el grupo testigo — No de Fasciolas en el grupo tratado

% d tividad = X100
% de efectivida No de Fasciolas en el grupo testigo

Cuando el extracto muestra una eficaigiavitro mayor al 80% se considera que posee actividad

fasciolicida*®*
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8.4.2 Evaluacioén in vivo

Se utilizaron 24 ovinos criollos, de sexo indistinto, entre 10 y 12 meses de edad, libres de infeécion por
hepatica.Los animales se infectaron por via oral con 200 metacercarias del parasito por ovino. Dichas
metacercarias se obtuvieron de caracbl@snaea bulimoidemfectados en el laboratorio con miracidios

de origen bovino. El profarma@® se administré en una dosis Unica por diversas vias de administracion:

12 mg/Kgl/via oral, 4 mg/Kg/via intramuscular y 4 mg/Kg/via subcutdnea. De todos los ovinos se tomaron
muestras de heces durante los dias 0, 95 y 105, con la finalidad de diagnosticar positivo 0 negativo a
huevos deF. hepaticautilizando la técnica de sedimentacion. A los 15 dias post-tratamiento, todos los
ovinos se sacrificaron con la finalidad de extraer su higado para colectar y contar el nUmero de fasciolas
presentes, determinando el porcentaje de reduccion de trematodos en los grupos tratados en relacién con e

numero de parasitos presentes en el grupo testigo. La eficacia se midié utilizando la siguientéférmula.

% d rividad — No de fasciolas en el grupo testigo — No de Fasciolas en el grupo tratado %100
0 de efectividad = No de Fasciolas en el grupo testigo
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Espectro 23. RMNH (TMS, DMSO4s, 300 MHz, den ppm) del compuesto 5-cloro-2-mercapto-6-(1-naftilokf)sencimidazol 11).
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Espectro 24. RMNC (TMS, DMSOds, 75 MHz, den ppm) del compuesto 5-cloro-2-mercapto-6-(1-naftiloki)ekencimidazol 11).
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Masa monoisotopica: 326.028061 Da
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Espectro 25. EM (ID, IE) del compuesto 5-cloro-2-mercapto-6-(1-naftilokdeencimidazol 11).
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Espectro 26. IR (ATR) del compuesto 5-cloro-2-mercapto-6-(1-naftilodjbencimidazol 11).
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Espectro 27. RMNH (TMS, DMSOds, 300 MHz, den ppm) del compuesto 5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxij-hencimidazol 13).
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Espectro 28. RMNC (TMS, DMSO¢ls, 75 MHz, en ppm) del compuesto 5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxij-tbencimidazol 13).
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Masa monoisotopica: 340.043711 Da
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Espectro 29. EM (ID, IE) del compuesto del compuesto 5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftilékipdncimidazol 13).
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Espectro 31. RMNH (TMS, DMSO4ds, 300 MHz, den ppm) para [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftiloxiHtbencimidazol-1-iljmetanoll(7a) y [5-cloro-
2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-H-bencimidazol-1-il[jmetanoll(7b).
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Espectro 32. RMNC (TMS, DMSO€ls, 75 MHz, §en ppm) para [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftiloxiHtbencimidazol-1-iljmetanoll(7a) y [5-cloro-2-

(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-1-il[fmetanoll(7b).
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Masa monoisotépica: 370.054275 Da
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Espectro 33. EM (ID, IE) para [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftiloxiHtbencimidazol-1-illmetanoll(7a) y [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-H-
bencimidazol-1-illmetanoli(7b).
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Espectro 34. RMNH (TMS, DMSQO4ds, 300 MHz, den ppm) para acetato de acetato de [6-cloro-2-metiltio-5-(1-naftilbixhehcimidazol-1-iljmetilo
(20Q) y [5-cloro-2-metiltio-6-(1-naftiloxi)-H-bencimidazol-1-iljmetilo20b).
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Espectro 35. RMNC (TMS, DMSOes, 75 MHz, en ppm) para acetato de [6-cloro-2-metiltio-5-(1-naftiloxiHiencimidazol-1-iljmetilo 209) y
acetato de [5-cloro-2-metiltio-6-(1-naftiloxi}tbencimidazol-1-iljmetilo20b).
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naftiloxi)-1H-bencimidazol-1-iljmetilo20b).
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Espectro 37. IR (ATR) para acetato de acetato de [6-cloro-2-metiltio-5-(1-naftileixl)ehcimidazol-1-iljmetilo 208) y [5-cloro-2-metiltio-6-(1-
naftiloxi)-1H-bencimidazol-1-iljmetilo20b).
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Espectro 38. RMNH (TMS, DMSO4s, 300 MHz, den ppm) del compuesto[M-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitrofeniljacetamida).
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Espectro 39. RMNC (TMS, DMSOeds, 75 MHz, 5en ppm) del N4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitrofenil]acetamid ).
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Espectro 40. EM (ID, IE) del compuestc[M-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitrofenillacetamidag).
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Espectro 41. IR (ATR) del compuesto[M-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitrofenil]acetamidaq).
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Espectro 42. RMNH (TMS, DMSO4ds, 300 MHz, den ppm) del compuesto 4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitroanil@a (
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Espectro 43. RMN3C (TMS, DMSO€ls, 75 MHz, §en ppm) del compuesto 4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitroanil@)a (
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Espectro 44. EM (ID, IE) del compuesto 4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitroanil®a (
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Espectro 45. IR (ATR) del compuesto 4-cloro-5-(2,3-diclorofenoxi)-2-nitroanilirt. (
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Espectro 46. RMNH (TMS, DMSO4s, 300 MHz, den ppm) para 5-cloro-2-mercapto-6-(2,3-diclorofenoxi}dencimidazol 12).
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Espectro 47. RMNC (TMS, DMSO€ls, 75 MHz, 5en ppm) para 5-cloro-2-mercapto-6-(2,3-diclorofenoki}dencimidazol 12).
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Masa monoisotépica: 343.934466 Da
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Espectro 48. EM (ID, IE) para 5-cloro-2-mercapto-6-(2,3-diclorofenoki}dencimidazol 12).
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Espectro 49. IR (ATR) para 5-cloro-2-mercapto-6-(2,3-diclorofenoid}dencimidazol 12).
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Espectro 50. RMNH (TMS, DMSO4s, 300 MHz, den ppm) para 5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxbh-bencimidazol 14).
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Espectro 51. RMNC (TMS, DMSOes, 75 MHz, 5en ppm) para 5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxb-bencimidazol 14).
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Masa monoisotépica: 357.950116 Da
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Espectro 52. EM (ID, IE) para 5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxbl-bencimidazol 14).
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Espectro 53. IR (ATR) para 5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxb-bencimidazol 14).
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Espectro 54. RMNH (TMS, DMSO4ds, 300 MHz, den ppm) para [6-cloro-2-metiltio-5-(2,3-diclorofenoxhbencimidazol-1-iljmetanoli8a) y [5-
cloro-2-metiltio-6-(2,3-diclorofenoxi)-H-bencimidazol-1-iljmetanoli8b).

168



Apéndice 1. Espectros

®© © 49 ;mm o % @ NaNMM N © o © Mo N 1
A N 0TS LwL ™ — mTommn oo < < — a [TolTe)
it ket I¥Y ¥ 5 22320 9o 449 N ha R o
. N4 N [ N SNY \ 7/ Vo \ N/ [
|
Pl Lo
|
| ‘ ‘ M\ L\m
M«LJ\K\ ‘
15T55'15T50 6 144 142 1 L R
. 0 146 144 142 140 134 115.8
f1 (ppm) f1 (ppm) f1(opm)  FLOPM) 1 (ppm) P ooy f1 (ppm)
cl

— < — O N O
= < NN < < Cl
= o O O - Cl
= n \ / \ .

\ N\ Cl OH

| s '
! : NN o N

T T T T T

I - c
J\ \L “ HO) C;i:[rq/}_s\

111.3 104.7 67.1 14.7
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)

.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 f %10 ) 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
ppm

Espectro 55. RMNC (TMS, DMSOes, 75 MHz, 5en ppm) para [6-cloro-2-metiltio-5-(2,3-diclorofenoxhbencimidazol-1-iljmetanoll8a) y [5-
cloro-2-metiltio-6-(2,3-diclorofenoxi)-H-bencimidazol-1-iljmetanoli8b).
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Espectro 56. RMNH (TMS, DMSO4s, 300 MHz, den ppm) para acetato de [6-cloro-2-metiltio-5-(2,3-diclorofenaxigncimidazol-1-iljmetilo
(219 y acetato de [5-cloro-2-metiltio-6-(2,3-diclorofenoxhkbencimidazol-1-iljmetilo metanoR(b).
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Espectro 57. RMNC (TMS, DMSOeds, 75 MHz, 5en ppm) para acetato de [6-cloro-2-metiltio-5-(2,3-diclorofenddijsgncimidazol-1-iljmetilo
(219) y acetato de [5-cloro-2-metiltio-6-(2,3-diclorofenoxhbencimidazol-1-iljmetilo metanoP(b).
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Espectro 58. EM (ID, IE) para acetato de [6-cloro-2-metiltio-5-(2,3-diclorofenadibncimidazol-1-iljmetilo 218 y acetato de [5-cloro-2-metiltio-6-
(2,3-diclorofenoxi)-H-bencimidazol-1-iljmetilo metanol(b).
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Espectro 59. IR (ATR) para acetato de [6-cloro-2-metiltio-5-(2,3-diclorofendAdih&ncimidazol-1-iljmetilo 218 y acetato de [5-cloro-2-metiltio-6-

(2,3-diclorofenoxi)-H-bencimidazol-1-illmetilo metanoP(b).
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Espectro 60. RMNH (TMS, DMSQO4ds, 300 MHz, den ppm) para clorosulfato de cloromet®y)
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Espectro 61. RMNC (TMS, DMSOeds, 75 MHz, den ppm) para clorosulfato de clorometi&y);
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Espectro 62. EM (ID, IE) para clorosulfato de cloromet®y)
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Espectro 63. RMNH (TMS, DMSO4s, 300 MHz, den ppm) para fosfato monohidrégeno déedé-butilo (24).

177



Apéndice 1. Espectros

O un N O
R R 2 <
(. (I
0
|
I
H-0-P=0
I
®
I L L L L T T T 7T
79.8 79.5 29.8 29.6
f1 (ppm) f1 (ppm)

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 1f110( 105) 9 8 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
ppm

Espectro 64. RMNC (TMS, DMSOeds, 75 MHz, den ppm) para fosfato monohidrégeno déedi-butilo (24).
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Espectro 65. RMN®'P (TMS, DMSOes, 122 MHz, en ppm) para fosfato monohidrégeno deéedi-butilo (24).
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Espectro 66. RMNH (TMS, DMSO4s, 300 MHz, den ppm) para fosfato de wirc-butiltetrametilamonio35).
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Espectro 67. RMNC (TMS, DMSOes, 75 MHz, 5en ppm) para fosfato de tdirc-butiltetrametilamonio35).
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Espectro 68. RMN®'P (TMS, DMSOels, 122 MHz, en ppm) para fosfato de tdirc-butiltetrametilamonio35).
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Espectro 69. RMNH (TMS, CDCE, 300 MHz, en ppm) para fosfato de tdirc-butilclorometilo @8).
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Espectro 70. RMN3C (TMS, CDC}, 75 MHz, en ppm) para fosfato de irc-butilclorometilo 28).

184



Apéndice 1. Espectros

O
@
‘ 2
.'
c. o P
S
\/ P\
o ©
T T T T T T T
-11.0 -11.5 -12.0 -12.5
f1 (ppm)
200 170 140 110 80 60 40 20 0 -30 -60 -90 -130 -170
f1 (ppm)

Espectro 71. RMN?'P (TMS, CDC4, 122 MHz, den ppm) para fosfato de tdirc-butilclorometilo @8).
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Espectro 72. EM (ID, IE) para fosfato de wirc-butilclorometilo 8).
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Espectro 73. RMNH (TMS, DMSO4ds, 300 MHz, den ppm) para fosfato de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxij-benzimidazol-1-iljmetil diterc-
butilo (29b).
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Espectro 74. RMNC (TMS, DMSOds, 75 MHz, den ppm) para fosfato de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxij-benzimidazol-1-iljmetil diterc-
butilo (29b).
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Espectro 75. RMN?IP (TMS, DMSOes, 122 MHz, 8en ppm) para fosfato de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxj-benzimidazol-1-iljmetil diterc-
butilo (29b).
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Espectro 76. RMNH (TMS, DMSO4ds, 300 MHz, den ppm) experimento NOE-1D para fosfato de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftildki)-1
benzimidazol-1-iljmetil diterc-butilo (29b).
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Espectro 77. EMAR-ESI para fosfato de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloX)-ienzimidazol-1-iljmetil diterc-butilo.
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Espectro 78. IR (ATR) para fosfato de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftilox-bhenzimidazol-1-iljmetil diterc-butilo (29Db).
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Espectro 79.RMN'H (TMS, DMSO+s, 300 MHz, 8en ppm) para fosfato dihidrégeno de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftilokijeknzimidazol-1-

ilimetilo (31b).

193



Apéndice 1. Espectros

Qo 10 S0 YO NN 10 0 ¥ a2
O M Xe} o Nt ONOVOULLAN O (o)) Ln Q —
N LN <t < MM ANANANANANANNN A o o O O
I \ \ A Y e e \ \
|
|
| |
J]\l]] Lol el LY A [ T
T T T
T T~ T T~ T T~ T T~ T T~ T T T T T T T T T T T T T 15.0
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 68.7 f1 (ppm)
f1 (ppm) f1 (ppm)

1l

L L |

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 1f10( 1(;0 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
1 (ppm

Espectro 80. RMNC (TMS, DMSOds, 75 MHz, den ppm) para fosfato dihidrégeno de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloki)eEnzimidazol-1-
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Espectro 81. RMN?IP (TMS, DMSOes, 122 MHz, en ppm) para fosfato dihidrégeno de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftilokijeknzimidazol-1-
ilfmetilo (31b).
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Espectro 82. RMNH (TMS, DMSO4s, 300 MHz, den ppm) para fosfato dihidrégeno de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftilokd)eEnzimidazol-1-
illmetilo (319 y fosfato dihidrégeno de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxiHdbenzimidazol-1-iljmetilo §1b).
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Espectro 83. RMNC (TMS, DMSOes, 75 MHz, 5en ppm) para fosfato dihidrégeno de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftilokijbnzimidazol-1-
illmetilo (319 y fosfato dihidrégeno de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxipHdbenzimidazol-1-iljmetilo §1b).
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Espectro 84. RMN?IP (TMS, DMSOes, 122 MHz, en ppm) para fosfato dihidrégeno de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftilokijeknzimidazol-1-
illmetilo (313 y fosfato dihidrégeno de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxiftbenzimidazol-1-iljmetilo 1b).
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Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Tolerance = 100.0 PPM / DBE: min =-1.5, max =50.0 OO
Element prediction: Off OH Molecular Formula = C;4H,,CIN,O;PS
Monoisotopic Mass, Even Electron lons o OO HO\P:O
11 formula(e) evaluated with 4 results within limits (all results (up to 1000) for each mass) N + O/ Formula Weight = 450.832502
Elements Used: | \>—S I
C:15-20 H:10-20 MN:2-3 0O:55 Na:01 S:1-2 CLO-1 P:141 cl N \ o N Monoisotopic Mass = 450.020605 Da
Minimum: -1.5 \\O\ | N/>_S\
Maximum: 30.0 100.0 50.0 o=P~OH cl
\
OH
Mass Calc. Mass mDa PPM DBE Formula
451.0269 451.0260 0.9 2.0 9.5 Cl7 H18 N2 05 Na S C.
451.0284 -1.5 -3.3 12 .5 Cl19 H17 N2 05 S C1 P
451.0493 -22.4 -49.7 135 C20 H17 N2 O5 Na S P
451.0551 -28.2 -62.5 135 Cl9 H20 N2 O5 82 P
MFR-B_2A 28 (D490 TOF MS ES+
100 M1 B30e8

508

s = 189 r"” { 45 |
2 e 3 " 4
i A n ll N ]. | { LI‘;..‘E.J. El. K ‘1 e

"
80 B0 100 120 40 180 180 200 220 240 200 280 300 320 340 380 380 400 420 440 480 480 500 S20

Espectro 85. EMAR-ESI para fosfato dihidrogeno de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftilodibEnzimidazol-1-iljmetilo 814) y fosfato dihidrégeno de
[5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-H-benzimidazol-1-iljmetilo 1b).
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Espectro 86. IR (ATR) para fosfato dihidrégeno de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftilokijbEnzimidazol-1-iljmetilo 818 y fosfato dihidrégeno de [5-
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Espectro 87. RMNH (TMS, DO, 300 MHz, den ppm) para fosfato disédico de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftiloki{genzimidazol-1-iljmetilo
(MFR-33a) y fosfato disodico de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxiHibenzimidazol-1-iljmetilo MFR-33b).
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Espectro 88. RMNC (TMS, DO, 75 MHz, den ppm) para fosfato disddico de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftilok}denzimidazol-1-iljmetilo

(MFR-33a) y fosfato disodico de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxiHibenzimidazol-1-iljmetilo MFR-33b).
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Espectro 89. RMN?IP (TMS, DO, 122 MHz, den ppm) para fosfato disédico de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftilokl}denzimidazol-1-iljmetilo
(MFR-33a) y fosfato disddico de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxiHibenzimidazol-1-iljmetilo MFR-33b).
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Elemental Composition Report

Single Mass Analysis
Tolerance = 100.0 PPM DBE: min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off

Monoisotopic Mass, Even Electron lons
123 formula(e) evaluated with 21 results within limits (all results (up to 1000) for each mass)

Elements Used N
C:1822 H: 1318 N:13 0:25 Na 03 P11 S:11 C:02 Si0-1 OO . Na
Na -
9

Minimum: O\P\
Maximum: (0] N + O/ =0
I+ o
516.9767 Cl N
o KIN)_S\
b-O Na cl
o=", .
o +
Na
Molecular Formula = C,¢H,,CIN,Na,O,PS
Formula Weight =494.79616
Monoisotopic Mass = 493.984495 Da
MFR-D 1 (0.034) TOF MS ES+
1004 517 6.8420

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 2860 280 300 320 340 360 380 400 420 440 480 480 500 520 540

Espectro 90. EMAR-ESI para fosfato disédico de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftilokiyenzimidazol-1-iljmetilo MFR-33a) y fosfato disédico de [5-
cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-H-benzimidazol-1-iljmetilo MMFR-33Db).
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Espectro 91. IR (ATR) para fosfato disédico de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftilox}enzimidazol-1-iljmetilo MFR-33a) y fosfato disédico de [5-
cloro-2-(metiltio)-6-(1-naftiloxi)-H-benzimidazol-1-iljmetilo MFR-33b).
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Espectro 92. RMNH (TMS, DMSO4s, 300 MHz, den ppm) para fosfato tirc-butilico de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxi)Hk
benzimidazol-1-ilmetilo 30a) y para fosfato dierc-butilico de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofenoxi)Htbenzimidazol-1-iljmetilo 30b).

206



Apéndice 1. Espectros

o o - VoM NNOMNG NOT N©Y ©M tTomm QN® ©~N© o o
na N ol A= NEMM AARNOL S Oin - N 5 0w o oo <+ <
OOV < < D S S MO MmOM AANANANANN NH A A Xt o O O O NN N —
AR I e T N e PN hlke
R X4

|

|
| I I ‘
| ! [ I \

|
Iy P l
-
T 7 T T T T T T T T T T T T T T T —_T T T T T —_t—T 15.0
156 155 145 140 135 130 125 120 115 83.5 69.0 296 1 (ppm)
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)  f1 (ppm) f1 (ppm)

—— T T T T "~ T "~ T T~ T *~ T T~ T "~ T "~ T " T "~ T *~ T T~ T T T T T T T T T T~ T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 1201._1 ( 110) 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

Espectro 93. RMNC (TMS, DMSOds, 75 MHz, den ppm) para fosfato tirc-butilico de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofenoxi)Hk
benzimidazol-1-iljmetilo 803 y fosfato diterc-butilico de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxi)Htbenzimidazol-1-iljmetilo 30b).
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Espectro 94. RMN®!P (TMS, DMSOels, 122 MHz, den ppm) para fosfato diérc-butilico de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofenoxi)He
benzimidazol-1-iljmetilo 803 y fosfato diterc-butilico de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxi)Htbenzimidazol-1-iljmetilo 30b).
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Elemental Composition Report

Single Mass Analysis
Tolerance = 100.0 PPM / DBE: min =-1.5, max = 50.0

Element prediction: Off Cl

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

26 formula(e) evaluated with 3 results within limits (all results (up to 1000) for each mass) cl Cl fo)

Elements Used: [e) N =+ O\P/

C:20-24 H:25-30 N:1-5 0:2-5 P:1-1 S:1-1 Cl:1-3 jC[ \>—S\ o O/ =0 Molecular Formula = CygH,sCl,N,0,PS
Minimum: -1.5 Cl N o) NF Formula Weight = 581.876582
Maximum: 30.0 100.0 50.0 o jC[ s

\_0 Y/ . . -
Mass calc. Mass mDa PEM DBEE Formula O’P\O7L cl NN Moncisatapic Mass = 580.052211 Da
581.0587 581.0600 -1.3 -2.2 9.5 C23 H29 N2 O5 P S \/\
581.0713 -12.6 -21.7 9.5 C22 H29 N4 04 P S
581.0349 23.8 41.0 10.5 C21 H25 N4 O5 P S
MFR-TCBF1_2 1 (0.034) TOF MS ES+
100+ 81 Sd4de8
5_33
803
403
481
455\."‘ 555
rd
542
s | eat
495 o 527 "Nll ( st
472 | s
7 513515 |
o [L 11 |L " r “J_ \u‘ bl |.II.. L P e

450 480 470 480 400 500 510 520 530 540 550 500 570 580 560 600 610 620 630 040 650 000 670 €80 0G0

Espectro 95. EMAR-ESI para fosfato terc-butilico de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofenoxi)Htbenzimidazol-1-iljmetilo 808) y fosfato diterc-
butilico de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxi)Htbenzimidazol-1-iljmetilo 0b).
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Espectro 96. IR (ATR) para fosfato ¢ierc-butilico de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofenoxi)Htbenzimidazol-1-iljmetilo 30g) y fosfato diterc-
butilico de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxi)Htbenzimidazol-1-iljmetilo 0b).
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Espectro 97. RMNH (TMS, DMSO4s, 300 MHz, den ppm) para fosfato dihidrégeno de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofendkipédnzimidazol-
1-illmetilo (328 y fosfato dihidrogeno de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxij-thenzimidazol-1-iljmetilo 82b).
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Espectro 98. RMNC (TMS, DMSOds, 75 MHz, 5en ppm) para fosfato dihidrégeno de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofendkipdnzimidazol-
1-illmetilo (328 y fosfato dihidrogeno de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxij-thenzimidazol-1-iljmetilo 82b).
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Espectro 99. RMN®P (TMS, DMSOes, 122 MHz, en ppm) para fosfato dihidrégeno de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofendkipdnzimidazol-
1-illmetilo (323 y fosfato dihidrégeno de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxij-henzimidazol-1-iljmetilo 2b).
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Elemental Composition Report

Cl
Single Mass Analysis
Tolerance = 100.0 PPM / DBE: min =-1.5, max = 50.0 Cl
Element prediction: Off Cl HO~p_
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Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons N Cl //O Molecular Formula = C;gH,,CI;N,OPS
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Espectro 100. EMAR-ESI para fosfato dihidrégeno de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofenéil)einzimidazol-1-ilmetilo §23) y fosfato
dihidrégeno de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxitbenzimidazol-1-iljmetilo 32b).
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Espectro 101. IR (ATR) para fosfato dihidrogeno de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofendkidpenzimidazol-1-ilfmetilo 28 y fosfato dihidrégeno
de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxi)H-benzimidazol-1-iljmetilo 32b).

215



Apéndice 1. Espectros

cl . P-Na
ci -
0] Na
(o] N le-r
1S
cl cl N
MmN <M
R R m B8I=8838 ARAR © © 1 In 85
~N N ~N NNNNKN [CRCRRV 0 N0 0 0 N~
N S NCONC |
|
|
I |
PR e T - )
~N (s2] ~— o o N O
=} 53] a o ~N o~ > > A
— o o ™ o~ — o N NN
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 i 27 i 26 i 25
7.7 76 75 74 73 72 7.1 7.0 6.6 57 56 55 . . :
f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)
L J o
SgELdMmEn 8 &S
S®aonNo~ S9 N &
— OO MAN - - NN o N
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
14 13 12 11 10 8 6 5 4 3 2 1 0 1 2
f1 (ppm)

Espectro 102. RMNH (TMS, DO, 300 MHz, éen ppm) para fosfato disédico de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofend#ipénzimidazol-1-
illmetilo (MFR-344) y fosfato disodico de [5-cloro-2-(metiltio)-6-(2,3-diclorofenoxib-benzimidazol-1-iljmetilo MFR-34Db).
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Espectro 105. EMAR-ESI para foéfato disddico de [6-cloro-2-(metiltio)-5-(2,3-diclorofendiipdnzimidazol-1-iljmetilo MFR-344a) y fosfato
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This study describes the synthesis of compound (7), a highly hydrosoluble phosphonooxymethyl prodrug
of compound alpha (4). Compound (7) improved the aqueous solubility of its precursor compound (4) by
50,000 times and it is stable at neutral pH. The prodrug showed faciolicidal activity when evaluated
in vitro against excysted Fasciola hepatica metacercariae. The in vivo evaluation of (7) was carried out
via oral, intramuscular and subcutaneous administration in sheep artificially infected with F. hepatica
metacercariae. At an intramuscular dose of 4 mg/kg, the activity of (7) was similar to that of compound
alpha (4) at an oral dose of 15 mg/kg.

@ 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

The trematode Fasciola hepatica is the causative agent of fascio-
losis, a foodborne zoonotic disease affecting grazing animals and
humans worldwide.'” In humans, fasciolosis is a re-emerging
disease with estimates of 2.4-17 million people infected world-
wide.” F. hepatica also causes economic losses of over 3 billion US
dollars worldwide per annum due to livestock susceptibility to
other infections, reduction in host fecundity, mortality, decrease
in production of meat, milk and wool and market recall of infected
livers.” Some fasciolicides used to control these infections include
halogenated phenols, salicylanilides, benzimidazoles, sulfona-
mides and phenoxyalkanes, but not all are active in all life stages
of F. hepatica Of these, triclabendazole (TCBZ, 5-chloro-2-
(methylthio)-6-(2,3-dichlorophenoxy)-1H-benzimidazole) has
been the drug of choice for the treatment of infection by F. hepat-
ica.”* However, resistance to TCBZ in this parasite has been reported
worldwide.” '” Because of this evolving resistance, there have been
increased efforts in recent years to identify new highly effective
compounds against F. hepatica at all stages of development. One
molecule in particular, ‘compound alpha’ |5-chloro-2-(methyl-
thio)-6-( 1-naphthyloxy)-1H-benzimidazole], is an experimental
fasciolicidal agent that is a bioisostere of TCBZ'"'* (Fig. 1).

* Comesponding author. Tel.: +#52 55 56 22 52 87; fax: +52 55 56 22 53 29.
E-mail address: rafaelc@unam.mx (R. Castillo).

http://dx.doi.org/10.1016fj.bmcl.2014.10.017
0960-894X/e 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Compound alpha (4) has shown a range of activity against F.
hepatica, similar to that of TCBZ.'*~'” However, no resistant strains
have been detected so far for compound alpha, fact that could be of
advantage as compared with the drug of choice. However, despite
the efficacy of TCBZ and compound alpha, these are poorly soluble
in water and need to be administered orally as suspensions, pastes,
powders, or as intraruminal boli.'¥ Compound alpha in particular is
administered in suspension at a dose of 15 mg/kg in artificially
infected sheep'' and the reported absorption rate constant (ka)
and delay in absorption denote a slow appearance of the
compound in plasma. This could be explained by the drug's low
solubility or an association between the compound (4) and partic-
ulate matter of the gastrointestinal tract, which retards its rate of

cl
c:: ;
o N o N
ji:[ V—sCH,3 jﬁ H—SCH,3
cl N cl N

H H

TCBZ 4

Figure 1. Structures of tridabendazole (TCBZ) and compound alpha (4).
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Figure 3. Mixture of regioisomers.

passage and prolongs the duration of absorption.'®?“ No less
important is the veterinarys comment about the convenience of
administering compound alpha intramuscularly, rather than an
oral suspension.

This poor water solubility continues to be a major obstacle in
the use of other administration routes for compound alpha.*”
One approach to solve this issue would be to synthesize a hydro-
soluble prodrug that when administered via intramuscular route
would chemically or enzymatically regenerate compound alpha,
also avoiding the first-pass effect and lowering the dose required
and the time necessary for absorption.

The design of prodrugs is a widely used method to modify the
physical and chemical properties of compounds such as the
solubility.”’ Here, the formation of a phosphate ester serves as a

Table 1
Aqueous solubility and chemical stability of prodrug 7

Compound Aqueous solubility® (mg/mL) Aqueous stability” (h)
pH7 pH7

7 13.0 >26

Compound alpha 2.6 x 107* >26

TCBZ® 2.0 x 107* >24

* Determined at 25 °C.
b >95% by UV-HPLC determined at room temperature.
© Solubility of TCBZ reported in literature.”

Table 2
Percentage of mortality of F. hepatica in vitro after treatment with compound 7

Compound and Efficacy (%)
concentration (mg/L)

24h 48 h 72h

Mean + 5D Mean + SD Mean +5D
Compound 7 (50) 100.0 £ 0.0 100.020.0 100.02 0.0
Compound 7 (10) 958 £ 0.1 958+0.1 100.0= 0.1
TCBZ (50)° 100.0 £ 0.0 100.0 £0.0 100.0z 0.0
TCBZ (10)° 1000 £ 0.0 100.0£0.0 100.0£ 0.0
Control® 0.0 0.0 0.0

* (TCBZ) triclabendazole (Fasinex®-Novartis) as a reference control.
" Untreated control.

strategy for improving aqueous solubility of drugs intended for
oral or parenteral administration.”’%* In the 1990s, Stella and
co-workers developed a prodrug approach for derivatizing tertiary

CI_\ i} |+ — ]
o-s—c + -I}I— 0-P=0 8. 0-P=0 R, N
0. o] R, Ry
| H—sCcH N, N
74 3 ﬁuk 3 [ Y—scH [ $—scH
1 2 + b, % . c ¢ _d N #
o —F—=R3 W —_— Rj
£ N _i,,O Q o. = Na'
@R K o s
RN 4 OH o
R,= 1-naphthyloxy, R,=Cl 4 5 6 7

Scheme 1. General procedure for the synthesis of prodrug 7. Reagents and conditions: (a) NaHCOs, n-BuyNHSO 4, CH2Clo-Ha0, 0°C to room temp; (b) NaH, DMF, room temp;

(c)HCl 4 M in dioxane, room temp; {(d) NaOH, MeOH/H,0, room temp.
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Table 3

Efficacy of compound 7 expressed as percentage of reduction of F. hepatica flukes and eggs in experimentally infected sheep

Group and route of administration (n=6) Dose® (mg/kg/bw)

Mean + SD Efficacy (%)

Egg reduction

Fluke reduction Egg reduction Fluke reduction

1 (Oral) 12 36+15 123+23 95.1 83.3
2 (Intramuscular) 4 357+58 90+12 449 87.8
3 (Subcutaneous) 4 23.0+43 285+34 658 61.4
4 (Control group) Untreated 763 +89 740+92 0 1]

* Body weight.

amines using a phosphonooxymethyl group as a promoiety.>*%°
This was later extended to the derivatization of hydroxyl func-
tions.”® In this concept, the release of the parent drug involves a
two-step process. Following an initial alkaline phosphatase hydro-
Iytic dephosphorylation, the hydroxymethyl intermediate (8)
obtained, spontaneously decomposes into the parent drug and
formaldehyde (Fig. 2).°"*°

In the current study, we present the synthesis, water solubility,
chemical stability, in vitro and in vivo evaluations of the novel pro-
drug (7), a phosphate salt present as a mixture of regioisomers 7a
and 7b (this applies also for compounds 5 and 6 shown in Figure 3).
Prodrug 7 was designed using a phosphonooxymethyl group as a
moiety to increase solubility and bioavailability of the initial com-
pound alpha, favoring a parenteral administration at a reduced
dose.

Prodrug 7 was synthesized according to the synthetic pathway
described in Scheme 1 from compound alpha (4), which was
prepared by methods previously described by our research
group.'' The phosphate group was introduced using di-tert-butyl
chloromethyl phosphate (3) prepared from chloromethyl chloro-
sulfate® (1) and tetramethylammonium di-tert-butyl hydrogen
phosphate (2), an approach adapted from methods reported in
the literature®® Tetramethylammonium di-tert-butyl hydrogen
phosphate was synthesized using di-tert-butyl hydrogen phos-
phate, also an adapted method from those reported in the
literature.™

In the substitution reaction between 3and 4,a 1 to 1 mixture of
regioisomers 5a and 5b was obtained. Compound (4) was treated
with sodium hydride in DMF and then with 3 to give a 1 to 1
mixture of two regioisomers of 5, resulting in the N-substituted
product as intended. 5a was successfully isolated and character-
ized by 'H NMR, *C NMR, H-C HSQC, H-H COSY and NOE-1D. In
this step, the excess NaH was eliminated and the resinous product
recovered was subjected to hydrolysis to obtain 6. This was the
limiting step in the synthesis of prodrug 7, resulting in a 70% yield.
The de-protection of the di-tert-butyl chloromethyl phosphate (5)
was then accomplished under acidic conditions to afford the
desired phosphates (6), which were finally converted into the cor-
responding disodium salt (7) by addition of sodium hydroxide.*!
These transformations had no effect on the ratio of the two regioi-
somers. The structures of the new compounds were established
from spectroscopic and spectrometric data.

The hydrosolubility of prodrug 7 was determined according to
the procedure of Yalkowski et al.** The aqueous solubility of com-
pound alpha, determined as 2.6 »x 104 mg/mL, was substantially
increased in prodrug 7 with the introduction of the phosphono-
oxymethyl group, the latter with an observed solubility of
13.0 mg/mL at pH 7 (Table 1), demonstrating a 50,000 fold increase
in the solubility of the precursor compound 4. This result is consis-
tent with previous reports that the prodrug design of compounds,
such as 7, is useful for increasing the aqueous solubility of non-
polar drugs.*'-%*

In formulating a prodrug, the compound should also demon-
strate adequate chemical stability, especially in parenteral dosage
forms. Compound 7 showed desired stability (»95% after 26 h) at
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neutral pH, which is ideal for the formulation from a physiological
standpoint of view.

Compound 7 was tested in vitro against recently excysted
metacercariae.’* It was evaluated at concentrations of 10 and
50 mg/L, see Table 2. At 50 mg/L and 24 h, compound 7 demon-
strated a fasciolicidal efficacy of 100%, at a concentration of
10 mg/L this efficacy was 95.83% at 24 and 48 h, obtaining 100%
efficacy until 72 hours post-treatment. These results compare with
the drug of choice Triclabendazole (Fasinex®, Novartis) as the ref-
erence control. However, the fasciolicidal activity of compound 7
in the in vitro tests at 10 mg/L suggests that the parasite does
not express alkaline phosphatase that can release the active com-
pound from the prodrug and that this is hydrolyzed chemically
with time.

Compound 7 was evaluated in sheep against adult 10 week-old
F. hepatica using three different routes of administration (Table 3).
Results obtained show an efficacy of 87.8% at an intramuscular
dose of 4 mg/kg (Table 3). In previous studies the fasciolicidal
activity of compound alpha (4) was also determined, demonstrat-
ing an 86.9% efficacy against mature and juvenile fasciolas at an
oraldose of 15 mg/kg."' Itis evident then, that the fasciolicidal effi-
cacy of prodrug 7, at a lower dose via intramuscular injection, is
comparable with respect to orally administered compound alpha
(4), both demonstrating similar effects.

In summary, we have synthesized a new prodrug (7) as a
phosphate disodium salt, which shows a 50,000 fold increase in
aqueous solubility compared to its precursor compound alpha
(4). Compound 7 was stable at neutral pH, ideal for parenteral
formulation. Evaluations of compound 7 in vitro and in vivo
showed fasciolicidal activity. The in vivo results prove that 7 offers
a considerable reduction in dose administered compared to com-
pound alpha (4) while achieving similar effects via parenteral
administration.
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In the title compound, C,gH;CIN,OS-CH;OH, the dihedral
angle between the benzimidazole group and the naphthyloxy
moiety [82.89 (5)°] very near to orthogonality. The H atom in
the five-membered ring is disordered with equal occupancies
at the two N atoms and the H atom of the methanolic hydroxy
group is disordered with equal occupancies over two sites at
the O atom. The methanol molecule acts as a hydrogen-bond
acceptor for the amino H atom and donates a hydrogen bond
to the nonprotonated ring N atom. As a result, chains are
formed running along the a axis.

Related literature

For related literature on compound alpha, see: Rivera et al.
(2004); Vera-Montenegro et al. (2003); Fairweather (2009);
McConville et al. (2010). For the synthesis of compound alpha,
see: Hernandez et al. (2002).
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S N
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N d
H/ O\
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Experimental
Crystal data
C,4H,5CIN,08-CH,0 a =7.4094 (6) A
M, = 37285 b=91941 (8) A _
Triclinic, P1 c=144253 (11) A

o =T73.978 (7)°
B =75315(7F
y = 75136 (7)

Mo K radiation
=035 mm™'
T=298K

= 895.00 (14) A® 0.6 x 0.56 x 0.17 mm
2

V
7=
Data collection

Agilent Xcalibur (Atlas, Gemini)
diffractometer

Absorption correction: analytical
(CrysAlis PRO; Agilent, 2012)
Tois = 0.785, T = 0.945

6945 measured reflections
4118 independent reflections
2706 reflections with { > 2a(/)
Ry = 0,021

Refinement

R[F* > 2a(F7)] = 0.049
wR(F?) = 0112
§=103

4118 reflections

239 parameters

H atoms treated by a mixture of
independent and constrained
refinement

Appax=022e A3

Appin = —027e A3

Table 1 .

Hydrogen-bond geometry (A, ©).

D—H---A D—H H---A D---A D—H:--A
02—H10-- N2 094 (12) 187 (11) 2768 (2) 158 (7)
02—H20. -N1' 0.76 (11) 204 (11) 2781(3) 162 (9)
N1—HIN--.02" 0.84 (8) 203 (8) 2781 (3) 148 (7)
N2—H2N---O2 0.80 (9) 199 (9) 2768 (2) 164 (7)

Symmetry codes: (i) x — Ly, z; (i) x+1, y, 2.

Data collection: CrysAlis PRO (Agilent, 2012); cell refinement:
CrysAlis PRO; data reduction: CrysAlis RED (Agilent, 2012);
program(s) used to solve structure: SHELXS97 (Sheldrick, 2008);
program(s) used to refine structure: SHELXL97 (Sheldrick, 2008);
molecular graphics: Mercury (Macrae et al., 2006); software used to
prepare material for publication: WinGX (Farrugia, 2012).
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Supplementary data and figures for this paper are available from the
TUCr electronic archives (Reference: BT6948).
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