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Introducción

1. Introducción

El propósito central de la Química Farmacéutica es el descubrimiento y desarrollo de sustancias

químicas medicamentosas para laprevención y tratamiento de enfermedades que aquejan al hombre

y a los animales. La mayoría de los fármacos que se utilizan en la actualidad se han encontrado de

manera empírica, a partir de productos naturales, por casualidad, o se han obtenido por mediode la

síntesis química. Esto ha sido el resultado de un largo y complejo proceso de investígación que,

desde el descubrimiento de un compuesto líder, hasta el desarrollo de un medicamento, tiene una

duración de aproximadamente 10 años, con costos económicos muy altos. En el ámbito de las

enfermedades parasitarias, desde 1978 se ha venido usando el Triclabendazol para combatir la

fasciolosis, parasitosis causada por el trematodo Fasciola hepatica. Esta parasitosis es de gran

importancia en elsector veterinario yen los últimos años, para lasalud humana.

Actualmente, la fasciolosis se considera como una enfermedad emergente a nivel mundial. En

algunos lugares, como Australia y el Reino Unido, se han detectado cepas resistentes al

Triclabendazol. En la búsqueda de altemativas terapéuticas, en trabajos anteriores en nuestro

laboratorio se diseñó y sintetizó un análogo del Triclabendazol: e/5-cloro-2-metiltio-6-(1-naftiloxi)-1H­

bencimidazol (al que en este trabajo referiremos como compuesto Alfa), cuyas evaluaciones

preeliminares indicaron un buen potencial fasciolicida tanto in viro, como en pruebas in vivo en

ganado vacuno y ovino. Dicho análogo presenta muy baja solubilidad en agua, propiedad que

dificulta su formulación para laadministración fácil y rápida en animales.

En el presente trabajo se buscó el mejoramiento de lasolubilidad acuosa de dicho análogo para

el diseño de futuras formulaciones en solución, bajo el enfoque de la química farmacéutica.

Específicamente, el trabajo consistió en el diseño y síntesis de derivados biorreversibles Estos

derivados fueron de dos tipos: el fasciolicida unido a un grupo de caráctepalifático por medio de un

acoplador, y el fasciolicida unido a un grupo ionizable en medios biológicos por medio de un

acoplador. Se elucidó la estructura molecular de dichos derivados por medio de técnicas

espectrométricas y espectrométricas, y se determinaron algunas de sus propiedades fisicoquímicas.

Adicionalmente, se evaluó su estabilidad ante la hidrólisis, determinando su viabilidad en el futuro

diseño de formulaciones en solución.
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Antecedentes

2. Antecedentes

2.1. Fasciolosis'

2.1.1. Generalidades

Se estima que 40 millones de personas están infectadas por al menos una de las diferentes

especies detrematodos y varias deestas infecciones están resurgiendo. La enfermedad llamada

fasciolosis es causada por el parásito Fasciola hepatica, un trematodo que constituye un

problema severo desalud pública alrededor del mundo. Estos parásitos, también conocidos como

duelas hepáticas, son los trematodos más grandes que infectan al serhumano: cada adulto mide

25-30 mm de largo por 10-15 mm deancho.

Fase InlnHnolusco

Fasemqutslada
(lIguoo plonlns}

Fase intra-vertebmdo

Figura 1. Ciclo vital deFasciola hepafica1.
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Antecedentes

Su huésped definitivo frecuentemente es un mamífero (humanos, vacas, ovejas, conejos,

etc.), y su huésped intermediario es un molusco gastrópodo (caracoles, babosas, etc.) siendo la

mayor fuente de infección del huésped definitivo plantas asociadas a cuerpos de agua. Cuando

se ingieren las metacercarias, éstas eclosionan en el lúmen del intestino y migran hacia el hígado

donde se alimentan de las células de la parénquima hepática, causando fuertes hemorragias. F.

hepatica crece lentamente, alcanzando la madurez sexual a los 2 meses de permanecer en los

conductos biliares, es hermafrodita y puede recurrir a la auto-fecundación. Los huevecillos, que

son producidos por cada gusano aproximadamente después de una semana de desarrollo, pasan

del conducto biliar al duodeno y subsecuentemente a las heces. Los huevos deben depositarse

en agua fresca para completar su desarrollo y eclosión, que ocurre de 10-15 días hasta meses

después, dependiendo de la temperatura. Inmediatamente después de la eclosión, los miracidios

ciliados nadan activamente y buscan a un molusco, y, una vez penetrado sus tejidos, se

desarrollan y multiplican asexualmente. En este estado es donde la morfogénesis procede del

miracidio alesporocisto y luego al estado de redia. Cada redia da origen a muchas cercarias, que

salen del molusco al agua; las cercarias se enquistan cerca deplantas acuáticas o, incluso, en el

agua2• Las cercarias enquistadas, o metacercarias, son resistentes a cambios de temperatura así

como a otros parámetros ambientales.

La fasciolosis se adquiere por la ingestión de vegetales o agua contaminada con las

metacercarias. Como se mencionó previamente, una vez en el hígado causa hemorragias y

perforaciones. En esta fase aguda de la enfermedad puede ocurrir la muerte en el ganado

altamente infectado.

2.1.2. Importancia médica y económica

La fasciolosis, que probablemente es la infección por helmintos más común en el ganado

(prevalece del 30 al 90%, sobre todo en zonas tropicales), se ha reconocido como un verdadero

problema veterinario, ya que la infección del ganado induce pérdidas en la productividad del

mismo con consecuencias económicas importantes como son: decomiso parcial o total del

hígado de rastros, baja producción y mala calidad de leche, bajas tasas de crecimiento y mala
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conversión alimenticia, baja producción y mala calidad de lana, trastornos reproductivos, entre

otros.!

La importancia en lasalud pública de esta parasitosis en humanos se ha incrementado en los

últimos 25 años con un estimado de 7,071 casos (en el año 1998) en 51 países de todos los

continentes, 4 llegándose a considerar como una de las enfermedades emergentes con síntomas

muy leves o presentándose de manera sub-clínica:5

• América: 3,267 e

• Asia: 354 casos.

~\Europa: 2,951 casos.

)África: 487 casos.

El número real de casos es, sin duda, mucho mayor. En estimaciones actuales se considera

que 17 millones de personas están infectadas! 4, 5 con F. hepatíca y cerca de 180 millones están

en riesgo de intecci ón.' La gran presencia en humanos ya no se correlaciona con áreas en las

- -cuatesla'fasdolosisestJn -problema veterinario mayor.

Tabla 1. Niveles deinfección en humanos alrededor del mundo5

Nivel deinfección

Muy bajo

Intermedio

Alto

Pais
Francia
Chile

Egipto (delta del rioNilo)
Perú (Cajamarca)

Puerto Rico (Corozal)
Irán

Oeste deEuropa
Perú (Puno)

Perú (valle Mantaro)
Bolivia

Porcentaje depoblación infectada
0.00034 %

0.7%
7.3%
8.7 %
10.7%

Variable

15.6%
34.2%

53-1000!o

En años recientes (2002)l"se diagnosticaron 2,594 casos de fasciolosis en humanos en .42

países; entre ellos, Argentina, Bolivia, Cuba, Perú y Puerto Rico, por lo que no debe ser

subestimada lapresencia del parásito. 6

En México se han realizado diversos estudios en los diferentes estados de la república, los

cuales se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 2. Prevalencia defasciolosis animal en México?

Prevalencia 73-100 %

Hidalgo
Tabasco

Estados Estado deMéxico
Michoacán
Veracruz

31-70 %
Guanajuato

Tlaxcala
Morelos
Puebla
Jalisco

Durango
Aguascalientes

Oaxaca

2.0- 21.5 %

Sonora
Chiapas

Chihuahua
Coahuila

Tamaulipas
Zacatecas

San Luis Potosí

< 2.0 %

Baja California
Yucatán

Quintana Roo

s/datos
Distrito Federal

Campeche
Guerrero
Colima
Nayarit
Sinaloa

Nuevo León
Querétaro

Datos conservadores obtenidos en México muestran que de 36 millones de bovinos, 18

millones están expuestos a la infección por F. hepatica, en virtud de que el ganado se encuentra

localizado en zonas reconocidas como "faciolosas". Sin embargo, estudios epidemiológicos

muestran que alrededor de 5 millones están realmente infectados y si reconocemos que cada

animal pierde en su vida productiva 30 Kg de carne y a su vez multiplicamos estas pérdidas por

$30 pesos que actualmente cuesta cada kilo, se obtiene una pérdida global aproximada de

$4,500 millones.?

2.1.3. Control y tratamiento

El control de la fasciolosis humana se lleva a cabo mediante la abstención del consumo del

berro silvestre o plantas acuáticas, evitar el empleo de excremento de ovinos, bovinos o de aguas

residuales como abono, especialmente en zonas endémicas. El tratamiento terapéutico común en

humanos es el usado en la amibiasis aguda: Dehidroemetina a una dosis de 1 mg/Kg por día

durante 10 días'. El control de la infección animal se puede realizar en cualquier fase del

desarrollo, o bien, reduciendo el número de hospederos intermediarios. El uso del Triclabendazol

en humanos fue aprobado desde 1989 por la Organización Mundial de la Salud para combatir la

gran epidemia de fasciolosis presente en Irán8 en ese año; desde ese entonces se administra

una dosis única de 10 mg/Kg y es comercializado actualmente por Novartis Pharma Inc.

. Actualmente,' varios ' compuestos químicos están "disponibles como mecanismo de control y

tratamiento de la fasciolosis animal, incluyendo el Closantel, Clorsulon, Rafoxanida, Nitroxinil y

Triclabendazol (ver tablas 3 y 4), siendo éste último el fármaco de elección y los anteriores como

f' os alternativos. Después de la dosificación, la concentración terapéutica de estos
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fármacos en la sangre se alcanza en los dos primeros días y sólo las infecciones ya presentes

son curadas; sin embargo, los animales en pasturas contaminadas son susceptibles a la

reinfección. Estos fármacos tienen actividad variable contra el estado parasítico de los

trematodos ya citados y marcadas diferencias en toxicidad.

El Triclabendazol requiere atención especial, debido a que es elúnico fármaco efectivo contra

las primeras fases de la infección, p. ej., lamigración al hígado que provoca fasciolosis aguda.2, 9

Tabla 3.Eficacia comparada delos fármacos contra Fascíola en ovejas9

Dosis Dosis Edad mínima delRuta de máxima índice deGrupo quimico Antihelm intico
administración recomendada

tolerada seguridad parásito (semanas),
(mg/Kg) (mg/Kg)

eficiencia> 90%

Bitionol Oral 75 75 1 >12
Fenoles Hexaclorofeno Oral 15 40 2.6 12

halogenados Niclofolano Oral 4 12 3.0 12
Nitroxinil Subcutánea 10 40 4.0 8

Brotianida Oral 5.6 27 4.8 12

Sa1icilamidas Closantel Oral 7.5·10 40 4.0 6-8
Oxiclozanida Oral 15 60 4.0 12
Rafoxanida Oral 7.5 45 6.0 6

Bencimidazoles Albendazol Oral 4.75 30 8 >12
Triclabendazol Oral 10 200 20-40 1

Sulfonamidas Clorsulon" Oral 7 100 5 8
Fenoxialcanos Diamfenetida Oral 80-120 400 3.3-5.0 1dia- 6 semanas

"Datos para ganado vacuno.

Tabla 4. Espectro deeficacia defármacos a las dosis recomendadas en ovejas?

Fármaco Edad del parásito en semanas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Bítionol, Hexaclorofeno
Oxiclonazida, Niclofolano

50-70% 80-99%
Albendazol

Clorsulon +ivermectina (inyección)
Clorsulon (oral) I 90-99%

Nitroxinil, Closantel I 50-90% 91-99%
Rafoxanida I 50-90% I 91 ·99%

Triclabendazol 190-99% I 99·100%
Diamfenetida 91-100% I 50-80%

r
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2.2. Los bencimidazo/es como agentes terapéuticos antiparasitarios

Los bencimidazoles son antihelmínticos de amplio espectro usados para el control de varios

parásitos: nematodos, trematodos y cestodos. Su introducción como antihelmínticos de amplio

espectro marcó el inicio de una nueva era en el tratamiento de muchas infecciones por

nematodos. Entre ellos seencuentrarr!

O:M:1 CH, ° (X}-<) H'C~I~H:::,.... N ~ S H C~O)lNH ""- N :::,.... N ¿roH ' H H 'CH,
Tiabendazol Cambendazol Parbendazol

H'C"Ú N
OyOC)-NH ''OyCú-""I r NH

o:::,.... N r: ""- ""- N ro, ""- ""- N rO,
H CH3 ° H ° CH, H o CH3

Oxibendazol Mebendazol Flubendazol

Q Ú )-NH Q -O:r NH ~"I r NH
:::,.... s ""- N ¿ro, :::,.... s:::"'" N r: ""- N ro

H CH3 11 H 'eH, H "eH3

°
Fenbendazol Oxfendazol Ciclobendazol

F

QÚ~ H'C\ Ú N CI
~ J ° ""- I ~ ,$---o, I r NH CI'&0XX: CH,

s ""- N r: I I r l
O_~=O ° CH, H CH, ¿; CI :::,....

11 H
° Albendazol
Luxabendazol Triclabendazol

A pesar de que algunos de estos bencimidazoles tienen actividad contra varios cestodos y

nematodos, e incluso contra algunos trematodos, tienen poca o nula actividad contra F. hepatíca.

Sólo elAlbendazol se ha recomendado para su uso en la fasciolosis, a pesar que su actividad se

restringe a organismos adultos y requiere de dosis muy grandes. El Luxabendazol es otro

bencimidazol contra organismos adultoae incluso de 6 semanas de edad, pero no es muy usado.

El fármaco de elección es el Triclabendazol; se ha encontrado que este derivado del

bencimidazo/"tieneuna gran 'eficacia contra organismos jóvenes y adultos de F. hepatica; también

es efectivo contra F. gigantica, y Fascioloides magna, careciendo de actividad contra nematodos

y cestodos.? La presencia de un átomo de cloro y el grupo metiltio, así como la ausencia del

gru .carbamato en este bencimidazollo distinguen claramente del resto.
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2.2.1. Mecanismo de acción de bencimidazoles

Los bencimidazol-2-carbamatos (BC) se unen directamente a la ~-tubulina, con esto impiden

la polimerización de la misma, lo que causa la despolimerización de los microtúbulos, con la

subsiguiente perturbación de los procesos donde éstos están involucrados.10 Se ha encontrado

que la toxicidad específica de los bencimidazoles para los helmintos se debe a su mayor afinidad

por la ~-tubulina del helminto en comparación a ladelos mamíferos.

Estudios con inhibidores de la polimerización de la tubulina, como el taxol y la colchicina,

sugieren que los BC clásicos se unen a la ~-tubulina en el mismo sitio que éstos, no así el

Triclabendazol, que también tiene este mecanismo de acción pero su sitio de unión parece ser

otro ya que presenta los mismos efectos asociados a la inhibición de microíúbulos". Al tener un

sitio de unión distinto al de los BC, el Triclabendazol tiene una acción selectiva sobre la ~­

tubulina presente en F. hepatica.11

Otros mecanismos descritos para los BC son, por ejemplo, la inhibición de la síntesis de

proteínas y el desacoplamiento de la cadena respiratoria y la fosforilación oxidativa.ts 11 Tanto la

inhibición de la síntesis de proteínas como la inhibición de la formación de microtúbulos pueden

estar separadas, pero se considera que están interrelacionadas, porque cualquíer disrupción de

microtúbulos causará desorganización de los organelos, como el Retículo Endoplásmico Rugoso

y elaparato de Golgi, que están activamente involucrados en la síntesis de proteínas."

2.2.2. Elcompuesto Alfa como agente fasciolícida

El uso desmedido del Triclabendazol en el tratamiento de la fasciolosis ha tenido como

consecuencia inevitable la selección de poblaciones resistentes a este fármaco en varias áreas
¡"

del mundo. Desde 1995 se ha reportadó resistencia al Triclabendazol en Australia, Escocia,

Irlanda, Gales, y Holanda.e 11 aunque se considera que estas poblaciones resistentes todavía no

""se han convertido en un problema económico mayor. Sin embargo, la preocupación es grande,

yaque desde el lanzamiento del Triclabendazol en 1983 para uso veterinario, noseha registrado

ningún nuevo fasciolicida.

8
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En el grupo de investigación del laboratorio 122 del Departamento de Farmacia de laFacultad

de Química de la UNAM se han realizado estudios para obtener mayor información sobre las

relaciones estructura-actividad de los bencimidazoles antiparasitarios (antiprotozoarios,

antihelmínticos, etc.). Los resultados de los estudios estructura-actividad para los bencimidazoles

muestran que se requiere de un sustituyente metiltio en la posición 2 de este anillo, para que el

bencimidazol tenga actividad fasciolicida; los sustituyentes en posición 5y 6 son importantes pero

no esenciales, por lo que se pueden realizar sustituciones por otros grupos que tienen

comportamiento electrónico slmllar." Dentro de los compuestos que se ha preparado y a los que

se les determinó la actividad fasciolicida in vitro, está el compuesto Alfa, que resulto ser activo

contra metacercarias recién desenquistadas a concentraciones de 10¡Jg/mL. En estos ensayos

se observó, además, que las metacercarias se Iisaron por efecto del compuesto Alfa.13

El compuesto Alfa, bioisóstero del Triclabendazol, se diseñó considerando el reemplazo

isostérico del grupo 1,2-diclorofenilo, en el Triclabendazol, por su equivalente isostérico 1-naftilo,

como lomuestra la figura 2, conservándose laactividad fasciolicida.

AlfaTriclabendazol

~ @CI I o
I "'> Y'f}-\ . I "'> Y'lí}-s,

h C1~ CH, ¿ C I~N CH,
H H

La sustitución isostérica
lleva al compuesto alla

Figura 2. Reemplazo isostérico en elTriclsbendazol."

En estudios in vivo en ovinos y bovinos, el compuesto Alfa mostró una gran actividad

fasciolicida. A una dosis de 15 mg/Kg en suspensión oral tuvo una efectividad del 100% contra

parásitos con 3 días y hasta 10 semanas de edad."Además, estudios de microscopia electrónica

han demostrado daño importante en la estructura de la F. hepatica,15 y más recientemente, daño/

en la estructura de F. hepatica resistente al Triclabendazol.w Los resultados obtenidos son

. .. promisorios, ya que, como se vio anteriormente, -la mayoría de los fasciolicidas usados hasta el

momento como la Rafoxanida, Nitroxinil, Closantel o Clorsulon solo actúan contra parásitos de 6

semanas o más de edad, o en la fase inmadura como laDiamfenetida.10•11
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Dentro de los esfuerzos por mejorar la dosis y la formulación se ha propuesto que el

compuesto Alfa sea formulado en solución inyectable de 10 mg/mL, de fácil administración para

uso veterinario.

2.2.3. Propiedades fisicoquímicas del compuesto Alfa

Nombre químico:

Fórmula molecular:

Peso molecular:

Props.organolépticas:

Punto defusión :

Solubilidad:*

pKa:*

Log P:

Farmacocinética:*

1

Farmacodinamia:*

Amax :*

C&o1: CI~\H'
5(6)-Cloro-2-metiltio-6(5)-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol

C18H13N20SCI2

340.83

Polvo cristalino decolor blanco, con ligero olor característico

181-182 -c
Buffer fosfatos pH =7.4: > 0.0002 mg/mL

Buffer fosfatos pH =6.0: 0.00047 mg/mL

Buffer fosfatos pH =2.2: 0.00380 mg/mL

Buffer fosfatos pH =1.3: 0.00620 mg/mL

NaOH 0.1 N: 0.0032 mg/mL

HCI 0.1 N: 0.010 mg/mL

Metanol: 0.100 mg/mL

Propilenglicol: 0.041 mg/mL

2.87

1.44* (calculado**:6.41)

Por administración oral: modelo abierto de dos compartimientos, absorción lenta con

una t1/2 de 6.17 h, concentración en plasma máxima de 8 Ilg/mL a las 11 h. Yvida

media deeliminación entre 13.54 y 24.99 h. De absorcí ón más rápida, concentración

plasmática menor que elTriclabendazol. Excreción por vía urinaria.

Metabolismo más extenso que el Triclabendazol, dando origen a dos metabolitos

principalmente: el sulfóxido y la sulfona. La actividad es atribuida tanto al principio

activo (aunque no esdetectable en plasma) así como almetabolito sulfóxido.

220 nm, 302 nm

* Ver referencias 3y 12. •• Programa ACDLabsl!l/LogP
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Teniendo un compuesto tan prometedor para el tratamiento de la fasciolosis, se ha buscado

mejorar la administración del mismo. Se ha considerado que la presentación de una formulación

inyectable sería muy conveniente para la fácil administración del compuesto Alfa.

2.2.4. Formulaciones comerciales y experimentales de bencimidazoles

Por vías de administración no convencionales se han tenido logros efímeros; como por

ejemplo, la efectiva dosificación de Be por medio de una formulación transdérmica en cintas con

polietilenglicollpolivinilpirrolidona.17 La desventaja de esta presentación es que se necesita un

contacto íntimo de las cintas con la piel del animal, limitándose mucho su aplicación.

En la historia de los bencimidazoles se han preparado algunas formulaciones inyectables para

uso en veterinaria:" algunos de los primeros bencimidazoles se logró su formulación en

vehículos aceptados para su uso en veterinaria, llegándose a comercializar Oxfendazol

(Endovet®, Novartis) y Sulfóxido de Albendazol (Ricozols, Bayer). Estas formulaciones tienden a

causar necrosis en el sitio de aplicación .por su pH tan ácido. Hasta ahora no hay formulaciones

inyectables de Triclabendazol, debido al problema de solubilidad que presenta, extensible a todos

los bencimidazoles.

Ahora bien, para hacer una formulación de un principio activo en solución, primero se tiene

que aumentar lasolubilidad de éste, para locual existen las siguientes esíratepías:"

• Mediante formulaciones de diferente composición (área de la tecnología farmacéutica).

• Mediante la formación de sales farmacéuticas del compuesto.

• Mediante la unión covalente del compuesto con entidades solubilizantes, es decir,

profármacos del compuesto.
I ,

Las " dos primeras opciones generalmente se abordan juntas, dando como resultado

formulaciones con mezclas de disolventes y sales. Pero, debido a que para preparar sales es

necesario modificar el pH, el resultado es que dichos preparados son muy irritantes causando

dolor y hasta necrosis del tejido en elsitio de aplicación.

11
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La última de las opciones, los profármacos, se está convirtiendo en una parte integral en la

investigación del diseño de fármacos . Por ejemplo, cuando al Oxfendazol se le adicionó un

residuo de n-butilcarbamoilo en laposición 1del anillo seobtuvo un compuesto altamente soluble

en propilenglicol, lo que permitió la formulación de un inyectable para su administración en

ovejas."

2.3. Losprofármacos como método deoptimización defármacos

El término profármaco se refiere a un compuesto farmacológicamente inactivo que es

convertido a un fármaco activo a través de una biotransformación metabólica." Existen muchas

razones por las cuales se aborda la estrategia de síntesis de profármacos en el diseño de

fármacos,2ü,21 entre las cuales las más relevantes son:

• Solubilidad

• Especificidad en elblanco

• Liberación prolongada

• Poca aceptación del paciente

• Absorción y distribución

• Inestabilidad

• Toxicidad

• Problemas en formulación

El diseño racional de profármacos requiere que se identifiquen claramente las causas o

razones por las cuales seva a utilizar este enfoque, sólo así se pueden identificar los medios por

los cuales se puede resolver el problema a vencer.22,23

2.3.1. Clasificación de profármacos

Existen muchas clasificaciones de profármacos: desde el punto de vista químico, por su

mecanismo de activación, y por su direccionamiento. A continuación se profundiza un poco en

estas clasificaciones. 1

Desde elpunto de vista químico, los profármacos se dividen de la siguiente manera:

Profármacos unidos a un acarreador: como su nombre indica, son compuestos que contienen

un compuesto activo unido a un acarreador que puede ser removido enzimáticamente:

12
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Barreras Farmacéuticas
Biofarmacéuticas yFarmacocinéticas

~ámacy----~

Diseño del! Entidad
profármaC¡+ acarreadora

8 Entidad
Fármaco + acarreadora

iBioacñvación

Figura 3.Concepto deprofármaco unido aacarreadort- 24

Dentro de esta clasificación tenemos:

• Profármacos bipartitas: Compuestos producto de la unión entre un fármaco y un

.acarreador.

• Profármacos tripartitas: Compuestos producto de la unión entre un fármaco, un

acarreador y una entidad que mantenga a ambos unidos (acoplador o "Iinker").

• Profármacos dobles: Compuestos producto de la unión entre un fármaco, un

acarreador y dos acopladores que los mantienen unidos. Generalmente usados para la

liberación selectiva o para protección de sitios debiotransformación.

• Profármacos mutuos: Compuestos producto de la unión de dos fármacos,

generalmente deacción sinérgica entre si.

DeQtro de esta clase se pueden considerar a los fármacos que s~ les une un acarreador
~ (

(como un anticuerpo o una entidad química cuya biotransformación sea sitioespecífica) que es

capaz de transportarlos desde el sitio de aplicación, de una manera selectiva, a las células

blanco, conocidos como fármacos dirigidos, así como también a los fármacos unidos a polímeros

(como el polietilenglicol) para lograr una liberación retardada del mismo, conocidos como

profármacos macromoleculares.25
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Bioprecursores: son compuestos que al ser metabolizados dan origen a un nuevo compuesto

que es elprincipio activo, o que puede metabolizarse más, para originar al fármaco activo.

Para el diseño de los precursores se toman en cuenta las reacciones metabólicas de Fase 1:

reacciones que involucran la transformación de entidades específicas en una molécula sustrato y

lacreación de nuevos grupos funcionales."

Tabla 5.Diferencias entre bioprecursores yprofárrnacos con acarreadorw20

Profármacos
Unidos a un acarreador .Bioprecursores

Principio activo +acarreador Sin acarreador
Fuertemente modificada Ligeramente modificada

Hidrolítica Oxidativa o reductiva
Química oenzimática Enzímática

Constitución
Lipofilicidad

Bioactivación
Catálisis

Característica - --- - -----.:....:...:::.:.::.:.:..:=::.=..,.- - - - - -

Desde elpunto de vista del mecanismo de activación, los profármacos se dividen en:

Enzimáticos: se activan por acción de enzimas; presentan variabilidad biológica y dificultades

de optimización.

No-enzimáticos: No requieren activación enzimática; tienen menos dificultades de

optimización pero presentan mayores dificultades por ser más inestables.

Finalmente, desde el punto de vista del direccionamiento, los profármacos se dividen en:25

Bioactivados selectivamente en un tejido (Terapia anticuerpo-enzima-profármaco).

Liberación química selectiva.

Transporte selectivo a un tejido.

2.3.2. Profármacos de bencimidazoles

Debido a la baja solubilidad en agua de los derivados del bencimidazol, se han realizado

varios esfuerzos, desde el enfoque de los profármacos, para remediar este problema. Dichos

profármacos reciben el nombre de pro-bencimidazoles, algunos de los cuales son derivados

biorreversibles y otros son bioprecursores. En la figura 4 se muestran algunos ejemplos de

probencimidazoles que seencuentran en investigación preclínica....
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O~CH,
Metoxicarbonilfenbendazol

Figura4. Pro-bencimidazolesé

Benomil

En los ejemplos mostrados Tiofanato, Promebendazol, Febantel y Netobimin son

bioprecursores que por ciclación intramolecular dan origen al bencimidazol. Dentro de este grupo,

el Febantel actualmente es de uso veterinario en forma de inyectable, dando Fenbendazol y

Oxfendazol. Otro ejemplo de bioprecursor interesante es el análogo 5-trifluorometil del Netobimin,

que cuando se administró a gerbos infectados con Echinococcus mu/tilocularis produjo una

importante disminución de la infección provocada por el bencimidazol, que es activo contra este

parásito.26

El Metoxicarbonilmebendazol es un ejemplo de derivados biorreversibles. AlMebendazol se le

agregó un grupo metoxicarbonilo en la posición 1 del anillo de bencimidazol, modificando con

esto sus propiedades farmacocinéticas; este profármaco se ha administrado a conejos,

lográndose el incremento en la concentración plasmática del principio activo en relación a

aquellos animales que solo recibieron Mebendazol.27

2.3.3. Importancia de las propiedades fisicoqu ímica~ en la activídad biológica
.>

No importando la ruta de administración, un fármaco debe pasar a través de muchas

membranas biológicas durante el proceso de absorción, distribución, biotransformación y

eliminación. La habilidad de un fármaco para llevar a cabo su efecto está relacionado con la

concentración del mismo en el sitio de acción y su capacidad de interactuar con el blanco

biológico, ya sea bloqueándolo o estimulándolo, por lo que la absorción del mismo (el movimiento

del .ármaco desde el sitio de aplicación al compartimiento extracelular del cuerpo) y su
15
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distribución por el cuerpo son determinantes en la actividad biológica del fármaco. Dentro de las

variables que afectan la absorción y distribución de fármacos tenemos:28

• Propiedades fisicoquimicas del compuesto activo: naturaleza química, peso molecular,

solubilidad en agua y coeficiente departición.

• Variables fisiológicas: motilídad gástrica, pH en el sitio de absorción, área de

absorción, flujo sanguíneo, eliminación presistémica, ingestión con o sin alimentos.

Para el diseño de nuevas entidades farmacológicas con aceptables propiedades

biofarmacéuticas se tienen que tomar en cuenta cuatro parámetros asociados con su

permeabilidad, liposolublidad y su solubilidad en medios acuosos, estos son: peso molecular,

10gP, entidades donadoras de puentes de hidrógeno y entidades aceptoras de puentes de

hidrógeno. Tras un análisis de los fármacos actualmente en el mercado, y tomando en cuenta las

propiedades anteriores, se han propuesto las siguientes guías para pronosticar futuros problemas

de absorción y/o permeabilidad29de la nueva entidad, llamadas "reglas del 5"o "lineamientos de

Lipinski". Se presentarán problemas si:

• Hay más de 5 donadores de puentes de hidrógeno (expresado como la suma de OH's

y NH's);

• El peso molecular es mayor a 500;

• Ellog Pes mayor a 5; y,

• Hay más de 10 aceptores de puentes de hidrógeno (expresado como la suma de N's y

O's).

Cabe mencionar que las excepciones a estas qulas son los compuestos que son sustratos

para transportadores biológicos.

Experimentalmente, la liposolubilidad de los fármacos se estima a través del coeficiente de

partición (P) existente entre el 1-0ctanol (fase orgánica que simula a la membrana fosfolípídica

de la célula) yagua, siendo esta relación de carácter logarítmico,2o donde a es el grado de

'sei ción del compuesto enagua:

16
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logP = IOg( [Fármaco!etanol J
[Fármaco1ua(1-a)

Actualmente se cuenta con programas computacionales para calcular el logaritmo del

coeficiente de partición (logP), los cuales se basan en las aportaciones que hacen los

sustituyentes y porciones estructurales de un compuesto a su lipofilicidad, aplicados a la

ecuación de Hansch para el cálculo del coeficiente de partición. En este trabajo se utilizó para tal

motivo elpaquete computacional ACDLabs®/LogP.

La solubilidad acuosa es una propiedad muy importante. Una solubilidad acuosa mayor a11%

a 37°C de un principio activo nos dice que no habrá problemas en la biodisponibilidad del .

fármaco. No obstante, esto es sólo un supuesto en la relación solubilidad-absorción, relación

determinada por la velocidad de disolución y solubilidad dependientes del pH del entorno

fisiológico, del tamaño de particula o área superficial, y por la dosis administrada del

compuesto.v A diferencia del coeficiente de partición, no existe un método no experimental para

estimar la solubilidad de los compuestos orgánicos a partir de su estructura y/o propiedades

físicas, por loque tiene que ser determinada experimentalmente.

La mayoría de los fármacos son moléculas pequeñas con un peso molecular menor a 1000 y

pueden pasar a través de las membranas biológicas por difusión, siempre y cuando no estén

ionizadas. Generalmente las moléculas solubles en agua, con una liposolubilidad baja, pasan a

través de membranas por medio de difusión facilitada o por pinocitosis, aunque algunos trabajos

indican que las moléculas pequeñas también pueden pasar por difusión simple a través de la

membrana lipídica. Fármacos con alta Iiposolubilidad pasan fácilmente a través de la membrana,

incluso, si sus dimensiones permiten, por difusión facilitada .

Los prerrequisitos fisicoquímicos también difieren según la vía de administración a utilizar.

Dentro de las vías parenterales tenemos: intravenosa, intramuscular y subcutánea; y pueden ser

empleadas cuando las vías enterales (oral, sublingual y rectal) están contraindicadas o son

inadecuadas".

17
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2.3.4. Criterios para laelaboración de derivados biorreversibles

El enfoque de los profármacos debe de explorarse cuando eldesarrollo de un agente bastante

promisorio e innovador es precedido por un defecto farmacocinético o farmacéutico. Cuando se

considera la adición de una entidad acarreadora, se debe tener en mente la estabilidad química

del acoplador que debe ser suficientemente estable para permitir la síntesis, purificación y

formulación del profármaco. Algunos autores> recomiendan que, en casos de profármacos de

sustancias nuevas, se deben de investigar diferentes prototipos de profármacos. La viabilidad de

esos prototipos se evaluará posteriormente en experimentos farmacocinéticos.

Teniendo loanterior en mente, para el diseño de este tipo de profármacos se debe considerar

losiguiente:2o, 21

• Generalmente, la unión entre el acarreador y el fármaco es de tipo covalente.

• El profármaco debe ser inactivo o menos activo que el fármaco.

• La síntesis del profármaco no debe sersignificativamente más cara que la del fármaco.

• La unión se debe romper in vivo y debe ser lo suficientemente estable para permitir la

formulación farmacéutica del profármaco.

• El acarreador no debe ser tóxico, y preferentemente sin actividad biológica perse.

• La separación del fármaco de su acarreador debe llevarse a cabo rápidamente para

asegurar niveles efectivos del principio activo en el sitio de acción y asi minimizar el

metabolismo del profármaco o la inactivación gradual del fármaco.

2.3.5. Eldiseño de derivados biorreversibles hidrosolubles

El agua es el disolvente preferido para la preparación de formas farmacéuticas líquidas como

soluciones orales e inyecciones; sin embargo, en muchos casos, lasolubilidad del principio activo

en agua es muy baja para permitir la preparación de una formulación acuosa. El enfoque de los

profármacos es usado frecuentemente para alterar la solubilidad de un principio activo para

propósitos de formulación.e' Desde el punto de vista químico, la entidad que dará solubilidad al

R • aco puede serun grupo hidrofílico neutro o un ácido o base orgánico ionizable. 19

18
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Los métodos más comunes para preparar derivados biorreversibles son:"

• Formación de ésteres, hemiésteres, ésteres de carbonato, ésteres de nitrato, amidas,

ácidos hidroxámicos, carbamatos, iminas, bases de Mannich, o enaminas del fármaco.

• Introducción de las funcionalidades: azo, glicósido, péptido, y éter.

• Preparación de polímeros, sales, complejos, fosfamidas, acetales, hemiacetales y

cetales del fármaco.

Con lapreparación de estos derivados biorreversibles, se utilizan dos estrategias:22

• Introducción de un grupo iónico o ionizable presente en el acarreador.

• Derivatización para que elprofármaco tenga un punto de fusión menor aldel fármaco.

Un requisito elemental para este enfoque es la disponibilidad de un grupo funcional, en el

fármaco, que cumpla con los requisitos para la síntesis de un profármaco, y la conversión del

profármaco al fármaco in vivo. Idealmente, el profármaco debe convertirse en el fármaco tan

pronto como el objetivo se cumple; por ejemplo: los profármacos diseñados para solucionar

problemas de solubilidad en formulaciones intravenosas preferentemente deben convertirse de

manera inmediata al fármaco después de la inyección, para que la concentración del profármaco

circulante sea insignificante con respecto al fármaco.

2.3.5.1. Modificadores iónicos o ionizables en condiciones fisiológicas

Este es el enfoque más utilizado para aumentar la solubilidad de los fármacos y se basa en la

relación solubilidad- pH para ácidos y bases débiles. En lasiguiente tabla seejemplifican algunos

profármacos modelo:

Tabla 6. Ejemplos de profáimacos hidrosolubles modelo ysu estabilidad22

Derivado Estabilidad en Estabilidad
solución enzimática

o

Hemisuccinatos /o~ Limitada LimitadaFármaco OH

O

Sulfatos /0, Alta PobreFármaco S03H

Fosfatos /0, Alta VariableFármaco P03H2
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Tabla 6.Ejemplos de profármacos hidrosolubles modelo ysu estabilidad22(Continuación)

Derivado
Estabilidad en Estabilidad

solución enzimática
R

Ésteres de 0.-
Fármac%0NH; Limitada Alta

aminoácidos
o

o R

Dialquilaminoacetatos ~I+ Limitada AltaFármaco, NH
O ' R,

O

Ésteres de "~-'~ Alta AltaAminometilbenzoato o I R,
I +

/? NH
'R

Para la formación de un profármaco se consideran los grupos funcionales presentes en el

mismo y se proyectan derivaciones. En la siguiente tabla se ejemplifican algunos profármacos

con diferentes grupos funcionales:

Tabla 7.Profármacos de varios grupos funcionales presentes en fármacos22

Grupo funcional

R-COOH
R-COOR'

R-COo-CHR-OCO-R'
R-CONH-R'

Profármaco
Ésteres

o.-aciloxialquil ésteres
Amidas

NH ácido

R-NH-CO-R'
R-NH-COO-R'

R-N=CR2'
R-NH-C=C­

R-NH-COO-CHR-OCO-R'
R'-CONR-CH2-NR1R2

R-CONR-CH2-0H
R-CONR-CHR1-0COR2

Amidas
Carbamatos

Iminas
Enaminas

Derivados N-aciloxialcoxicarbonilo
Bases de Mannich

N-Metiloles (hemiaminales)
Derivados N-Aciloxialquilos

Para los casos degrupos NH ácidos (por ejemplo hidantoínas, imidas e imidazoles) se puede

usar la N-aciloximetilación. La regeneración del fármaco in vivo se lleva a cabo en 2 pasos:

ruptura enzimática del éster seguida de la descomposición espontánea del intermediario N­

hidroximetilo, dando como productos al fármaco libre, formaldehído y el ácido carboxílico

empleado, como lo indica lasiguiente figura:
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e: OCI~ka • ~ I N k, (espontánea) ~ N

+H20, TP \ -e) - TP - + H

R-COOH, Enz-B: HOJ HCHO

Figura 5. Mecanismo dehidrólisis para los derivados biorreversibles tipo N-aciloximetilo.20

En varios estudios previamente reaüzados" se ha estudiado la cinética de hidrólisis para

derivados de tipo N-aciloximetilo y N-alcoxicarbonilo en medios acuosos, encontrándose que la

hidrólisis de estos compuestos sigue una cinética de pseudo-primer orden a pH fijo, siendo más

estables en un rango de pH de 4-6; dicha hidrólisis es función del pH, de la constante de

ionización del heterociclo protonado, y del grado de ionización (determinada por la constante de

ionización) del derivado formado. En estos mismos estudios se menciona que la hidrólisis

enzimática de estos compuestos corresponde a una cinética estricta de primer orden, que

correspondería a la descomposición espontánea del intermediario emanado de la ruptura

enzimática del éster.

El formaldehído liberado después de la hidrólisis puede ser tóxico33 (DL5o de 260 mg/Kg) ya

que se convierte rápidamente, por enzimas, en formiato y éste muy lentamente a su vez en

dióxido de carbono.> En este respecto la FDA recomienda realizar estudios toxicológicos cuando

setrata de profármacos que utilizan al formaldehído como acoplador tárrnaco-acarreador.»

La formación de ésteres de a-amino y aminoácidos de cadena corta tiene la limitante de que

éstos sufren hidrólisis intramolecular más rápido que hidrólisis enzimática, al pH (3-5) en el cual

es mayor su solubilidad acuosa,2° por efecto del grupo amino, como muestra el siguiente

esquema.

-HCHO

Figura 6. Mecanismos deautohidrólisis facilitada por lapresencia degrupos amino veiinales.20
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Se ha demostrado" que se puede bloquear esta catálisis intramolecular por impedimento

estérico de manera eficiente y tener una hidrólisis enzimática rápida, incorporando un grupo fenilo

entre elgrupo éster y elgrupo amino, conservando elpKa del grupo amino.

Las características deseables en el grupo ionizable a utilizar son la relación de la entidad

utilizada (ácido o base), sus sales y el valor del pKa. El pH donde se pueda encontrar la mejor

solubilidad acuosa será: para ácidos, un pH mayor a su pKa, y para bases uno menor a su pKa.

Además, la estabilidad del enlace modificador-fármaco será mayor en donde se presente el más

alto grado de solubilización.25

2.3.5.2. Modificadores del punto de fusión

Una energía de red cristalina alta de los compuestos sólidos tiene como resultado un punto de

fusión alto y poca solubilidad en la mayoría de los disolventes. Por lo tanto, un intento por reducir

esta energía puede resultar en el mejoramiento de la solubilidad acuosa.v Según estudios

reallzados" seha demostrado que en solución los imidazoles y bencimidazoles no sustituidos en

posición 1 tienen una gran tendencia a formar puentes de hidrógeno intermoleculares,

incrementando su energía de red cristalina.

En base a diversos estudios, se ha establecido que cuando se cambia 100°C el punto de

fusión de un fármaco, vía la formación de un profármaco, hay un cambio significativo en la

solubilidad acuosa y biodisponibilidad.

Tabla 8. Cambios depunto de fusión para algunas modificaciones con profármacosé

Fármaco Profármaco LJp.f. (oC)
Aromático Alifático

R-NH2 R-NHCOCH3
R-NHCOC6H5

R-COOCH3
R-COOH e R-COOC2H5

R-COOC6H5
R-COONH2

R-OH

R-OCH3
R-OC2H5

R-OCOCH3
R-OCOC6H5

-100 -70
-150 -70
70
50 20

-100 -30
-100 -50
-20 -20
O O
60
60
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• Interludio fisicoquímico: Cinética química
v.,

Recordando conceptos de cinética química, el orden de la reacción gobierna la forma

matemática de la ley de velocidad y, por tanto, la variación de la concentración de todas las

especies con el ílempo:" dicho orden debe ser obtenido por experimentación. En la siguiente

tabla seenlistan los órdenes de reacción más comunes:

Tabla 9.Órdenes dereacción más comunes

Orden

Cero

Primero

Segundo

Ley de
velocidad

d(Rx) =- k
di

d(Rx) =-kC
di

Un reactivo:
d(Rx) = - kC'

di

Dos reactivos:
d(Rx) =-kC C

di A •

Ecuaciones·

C = C, - Id

I =~ C,
x 2 k

C=C,e-·

I = In2
x k

~ =~+ Id
C C,

1 = _1_
x kC,

1 1
- =-+ (- n }kt
C, C'" '

In~ - In~ =- k(n,C'A- nACO.)
COA C,.

Observaciones

La descomposición de orden cero es una
relación lineal entre la concentración del
reactivo y el tiempo, por lo que depende dela
concentración inicial del reactivo.
La descomposición de primer orden, la
concentración del reactivo disminuye
exponencialmente con el tiempo, teniendo un
valor de k de constante de velocidad y no
depende delacantidad inicial dereactivo.
Para una reacción desegundo orden, al igual
que en orden cero, la concentración a
determinado tiempo depende de la
concentración inicial del reactivo.
En elcaso deque Ay Bestén presentes en la
relación estequiométrica requerida, la ley de
velocidad tiene la forma de la primera
ecuación. Si no se tienen los reactivos eno
relación estequiométrica, la ley de velocidad
tiene laforma delasegunda ecuación, que se
simplifica poniendo en exceso uno de los dos
reactivos.

• t,l2: vida mediadereacción, esdecir, eltiempo para que laconcentración del reactivo alcance lamitad desuvalor inicial.

n,: coeficiente estequiométrico del reactivo x.

Una de las formas de determinar. la ley de velocidad de una reacción es midiendo Ccomo una

función del tiempo y realizar transformaciones matemáticas a ambas variables y graficando

dichas transformaciones hasta encontrar en la gráfica. Por ejemplo, en una reacción de primer

orden, al graficar In C contra el tiempo se encontrará una línea recta cuyo valor absoluto de la

pendiente es la constante k de velocidad. Experimentalmente, se puede determinar colocando en

exceso los reactivos participantes excepto uno, para observar la dependencia de la velocidad de

r a cl' nde laconcentración de éste último.
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3. Objetivos e hipótesis.

3.1. Planteamiento del problema.

El compuesto Alfa se presenta como una opción viable para el tratamiento de lafasciolosis, ya

que se ha comprobado que actúa en todas las etapas de Fascíola hepafíca. Este compuesto

podría constituirse como una alternativa al Triclabendazol para el futuro tratamiento de esta

enfermedad tanto en animales como en humanos. Sin embargo, su baja solubilidad acuosa

consecuencia de la capacidad de este compuesto de formar puentes de hidrógeno

intermoleculares, dificulta su formulación en solución para una fácil administración en animales.

Ahora bien, desde la perspectiva de la Química Farmacéutica se puede utilizar el enfoque de

los profármacos para modificar las propiedades fisicoquímicas del compuesto Alfa, y, con esto, su

solubilidad acuosa.

Establecido loanterior surgen las siguientes interrogantes:

o ¿Aumentará la solubilidad acuosa del compuesto Alfa al modificar la estructura del mismo

como un profármaco?, y

o ¿Los nuevos compuestos tendrán las suficientes solubilidad y estabilidad en agua para

ser considerados, en un futuro, como candidatos viables para una formulación en

solución?

3.2. Hipótesis.

o Sise añade una porción estructural alifática en laposición 1 del compuesto Alfa, entonces

éste tendrá una menor capacidad de formar puentes de hidrógeno intermoleculares, por lo

que disminuirá su punto de fusión y aumentará su solubilidad acuosa. l

o Si se añade una porción estructural ionizable en medios biológicos en la posición 1 del

compuesto Alfa, se aumentará la polaridad de lamolécula incrementándose su solubilidad

acuosa.

o Los derivados ionizables tendrán una mejor solubilidad acuosa que los neutros debido a

su mayor capacidad para interactuar con eldisolvente.
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o Los derivados con unión fármaco-acoplador N(Sp2)_C(Sp2) serán más estables ante la

hidrólisis que los que tienen unión N(Sp2)-C(Sp3) por la menor polarización del carbono en

elenlace.

3.3. Objetivos.

3.3.1. Objetivo general.

Modificar la solubilidad acuosa del compuesto Alfa por medio del diseño y la síntesis de

profármacos del tipo derivado biorreversible.

3.3.2. Objetivos específicos.

3.3.2.1 . Preparar al compuesto Alfa a partir de 5-cloro-4-(1 -naftiloxi)-2-nitroanilina.

3.3.2.2. Preparar derivados biorreversibles del compuesto Alfa que presenten

menores puntos de fusión que este fármaco experimental.

C(r
~

-;:/ I °ÚI\s ARM·1 :R= COOCH2CH3r: ARM·2:R=CH2-0COCH3
~ CI ~ N\ 'eH3

R
Figura 7. Derivados biorreversibles propuestos con menor punto defusión que elcompuesto Alfa.

3.3.2.3. Preparar derivados biorreversibles que presenten un grupo ionizable en

medios biológicos para incrementar su solubilidad acuosa.

C(r
~ ARM·3: R=CH2-0CO(CH2)2COOH0ÚN ARM·4: R= CH2-0CO(CH2)2N(CH2CH3)2
-;:/ I -;:/ I ~s ARM·5: R=CH2-0COC6H4CH2NH2
~ ~ Nr-:- 'eH ARM·6:R=CH2-0(CH2)2N(CH3)2

CI \ 3 ARM.7: R= COO(CH2)2 N(CH3)2
R

Figura 8.Derivados biorreversibles propuestos con grupo ionizable en medios biológicos.

3.3.2.4. Caracterizar a los derivados biorreversibles mediante sus propiedades

físicas: punto de fusión, Rf, así como por métodos espectroscópicos (RMN, IR,

UV) y espectrometría de masas.
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3.3.2.5. Determinar laestabilidad en solución de los derivados biorreversibles.

3.3.2.6. Determinar la solubilidad acuosa de los derivados biorreversibles que

presenten una estabilidad en solución significativa.

3.4. Consideraciones para eldiseño.

Para el diseño de los derivados biorreversibles se tomaron en cuenta las siguientes

consideraciones:

./ Lineamientos de Lipinski.29

./ Consideraciones estructurales y facilidad de síntesis.

./ Estado de ionización en medios biológicos.

Para estas evaluaciones teóricas se realizaron en parte gracias al programa computacional

ACD/Labs©con los módulos que se describen a continuación:

• El módulo LogPdB se utilizó para la predicción de los coeficientes de partición de los

compuestos, por medio de un algoritmo que considera las contribuciones atómicas,

fragmentos estructurales e interacciones intramoleculares de los fragmentos

constituyentes de la molécula.

• El módulo pKadB se utilizó para la predicción de las constantes de ionización de los

compuestos, lo cual lo realiza a través de un algoritmo que considera parámetros

estéricos (volumen y refractivdad molares), electrónicos y parámetros hidrófóbicos

(Hansch) de fragmentos presentes en lamolécula.

La evaluación de los compuestos bajo los lineamientos de Lipinski se engloba en la siguiente

tabla:

Tabla 10. Lineamientos de Lipinski aplicadas sobre los compuestos ARM-1-7

Regla
Donadores de puentes dehidrógeno

Peso molecular
Lag P(calculado)

Aceptores de puentes de hidrógeno

ARM·1
o

412.89
7.11

5

ARM·2
o

412.89
6.61

5

ARM·3
1

470.93
6.41

5

ARM·4
o

498.04
7.82

6

ARM·5
2

504.00
7.50

5

ARM·6
o

441 .97
5.97

5

ARM·7
o

455.96
6.73

6
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Como se observa en la tabla anterior, los compuestos propuestos no presentarán problemas

serios de permeabilidad y/o absorción, considerando que el Log P proviene de un algoritmo y no

es dato experimental. Quizá solo ARM·5 presente problemas, ya que su peso molecular es

mayor a 500.

Con respecto a las consideraciones estructurales para el diseño de los derivados

biorreversibles ARM-1 a7 se tienen 3 tipos de compuestos:

• Tipo N-alcoxicarbonilo: ARM·1 y ARM·?

• Tipo N-aciloximetilo: ARM·2, ARM·3, ARM·4 YARM·5

• Tipo N-alcoximetilo: ARM·6

Estos compuestos pueden analizarse desde varios puntos de vista :

• ARM·1 YARM·2 son isómeros estructurales, ARM·? tiene un átomo de oxigeno más

que ARM·6. Estos cambios sutiles se propusieron con la finalidad de estudiar la

estabilidad del acoplador (CHzO, y Caz) frente a lahidrólisis in vitro.

• Se diseñaron tres ésteres que difieren en laporción ionizable, un hemisuccinato (ARM·

3), un derivado de un p-aminoácido (ARM·4) y un derivado del ácido 4­

aminometilbenzoico (ARM·5) con elpropósito de estudiar el efecto en la solubilidad asi

como en laestabilidad.

• Finalmente, se consideró el compuesto ARM·6, que es un éter, para estudiar la

viabilidad sintética de este tipo de compuestos.

Cabe aqui mencionar que en el caso deobtener mezclas de isómeros debido a la tautomería

presente en los bencimidazoles asimétricos, como el compuesto Alfa, no se pretendió hacer la

separación de los derivados biorreversibles.
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¡HCHO

Figura 9.Tautomería delos bencimidazoles asimétricos".

Se consideró al formaldehído como cacoplador en los derivados N-aciloximetilo y N­

alcoximetilo, ya que la dosis a la que se administra el compuesto Alfa (12 mg/Kg) es única y se

espera que la cantidad de formaldehído liberado en la hidrólisis se encuentre por debajo de su

DLso. presentándose leves signos o no presentándose algún signo de toxicidad por elmismo.
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4. Procedimiento experimental

Para cumplir con el objetivo previamente planteado, el trabajo experimental se dividió en dos

partes: laprimera involucra lasíntesis del compuesto Alfa y de sus derívados biorreversibles, y en

la segunda la evaluación de la solubilidad y estabilidad mediante la determinación de la cinética

de hidrólisis en agua.

4.1. Instrumentación y materiales

Tanto en la sintesis como en la evaluación se utilizaron los siguientes instrumentos y

materiales de especial mención:

4.1 .1. Síntesis del compuesto Alfa y sus derivados biorreversibles

./ La 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina se sintetizó previamente en el laboratorio, como

parte de programas de Servicio Social y bajo procedimientos ya establecidos".

./ Puntos de fusión (p.f.) fueron determinados con un aparato de punto de fusión para

capilares marca Büchi B-540. Los puntos de fusión obtenidos no están corregidos.

./ Las cromatografías en capa fina (CCF) para el monitoreo de reacciones se hicieron en

placas cromatográficas de gel de sílice 60 Merck® F254 20X20 cm, y para la separación de

muestras se utilizaron placas cromatográficas preparativas de gel de sílice 60 Merck® F254

200X200X2 mm. Como revelador se utilizó una lámpara UV UVGL-25 Mineralight® o una

cámara de revelado con Yodo resublimado. Las cromatografías en columna se llevaron a

cabo usando como fase estacionaria gel de sílice 60 Merck®con una distribución de tamaño

de partícula de 0.2 a 0.5mm.

./ La evaporación de disolventes se realizó en un rotaevaporador Büchi R-114 con 'bomba de

vacío y condensador VWR Scientific-11 07.

./ Los espectros deinfrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotómetro Perkin Elmer con

Transformada de Fourier FT-IR-160S, utilizando pastillas deKBr.
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./ Los espectros de masas se realizaron en un espectrómetro de masas Jeol JMS-SX102A,

por medio de la técnica de bombardeo de átomos rápidos (FAS) utilizando Xenón como gas

acarreador y por la técnica de introducción directa con impacto electrónico (ID/lE).

./ Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron en un espectrómetro

Varian Unity Inova a una frecuencia de 300 Hz, utilizando Tetrametilsilano (TMS) como

estándar interno y disolventes deuterados.

4.1.2. Evaluación de laestabilidad invitro ysolubilidad de los derivados biorreversibles

./ Para la determinación de la concentración de los derivados y del compuesto Alfa en las

muestras, tanto en lasolubilidad como en lacinética, se utilizó un cromatógrafo de líquidos de

alta resolución (CLAR o HPLC) con bomba binaria Waters® 1525 y detector de arreglo de

fotodiodos Waters® 996, conectado a una estación de trabajo Dell® como interfase de salida.

El rango de detección se fijó de 200 a 400 nm, siendo las longitudes de onda de trabajo 220 y

304 nm, con un flujo de fase móvil de 1 mLlmin y corridas de 6 a 15 minutos. El volumen de

inyección fue de 20 urn .

./ Se utilizó una columna Waters®¡lSondapak C18 (3.9X300 mm) como fase estacionaria.

./ Metanol, Acetonitrilo y Agua grado HPLC, en proporción 40:30:30, como fase móvil.

./ Tanto para la cinética de hidrólisis como para el estudio de estabilidad en solución se

utilizó un termomezclador Eppendorf®-R.

./ Para el filtrado de las muestras de solubilidad, se utilizaron aerodiscos de 1 cm de

diámetro de nylon Tltan" con un tamaño de poro de 0.45 urn.

4.2. Preparación de los derivados biorreversiblesr

Para la síntesis del compuesto Alfa se siguió la ruta sintética ilustrada en el esquema 1, para

lo cual se 'partió dela'S"cloro"4(1-nafltiloxi)-2-nitroanilina que por medio de una reducción química

y un posterior ciclocondensación con xantato de etilo en medio básico se obtuvo el 2­

mercaptobencimidazol, que finalmente se metiló cuidadosamente con CH31. Una vez purificado el
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compuesto Alfa, se procedió a la síntesis de los derivados biorreversibles según las rutas

ilustradas en los esquemas 2, 3Y4.

a)SnCh'2H20, EtOH, reflujo; b) CS2, KOH, EtOH, SS-6S0C; e) CH31, KOH, EtOH, O-SOC

Esquema 1. Ruta sintética para laobtención del compuesto Alfa.

Para la preparación de los derivados tipo N-alcoxicarbonilo (ARM·1 y ARM·7), se hizo

reaccionar al compuesto Alfa con el cloroformiato de alquilo correspondiente, como lomuestra el

esquema 2. En el caso de ARM·7, esto llevó a la formación del intermediario clorado ARM·10 el

cual por sustitución nucleofílica dioARM·7.

r""Iíl
~

°ÚN

P 1 )-6
e l "" N 'eH,

~o
~H,e

ARM- 1

ARM-?

a)CICOOCH2CH3, TEA, CHCb os-e, 3h; b) CICOOCH2CH2-CI, TEA, CHCb,o-s-c. 3h;
e) Me2NH.HCI, TEA,THF, reflujo 48h

Esquema 2. Ruta sintética para laobtención de los derivados biorreversibles tipo N-alcoxicarbonilo (ARM-1, 7)

Para la preparación del derivado biorreversible tipo N-alcoximetilo (ARM·6), se propuso una

sürtesis de éteres tipo Williamson con el bencimidazol funcionalizado como halogenuro de alquilo
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(ARM·9) Yun alcóxido, como se muestra en elesquema 3.

O?~ O?~ 091 ~
O?

I ~ :::,... I ~ I :::,... ~
:::,... ~ (a) o (b):::"" ~ (e) XXN-- XX\"----- -- °XXN

- 1 r s°XX
1

\"-----s :::,... 1 7- \ :::,... 1 r\ CI:::"" N) 'eH,, r: \ CI N) CH, CI CH,
CI.......... N CH ) H, C

H' HO CI /~~
Alfa ARM-8 ARM-9 H, C ARM-6

a)(CH20)n, K2C03, agua; b) SOCh, CHCb O-5°C aI.amb., 2 h; e) N,N,dimetiletanolamina, NaH 60%, benceno, 24 h.

Esquema 3.Ruta sintética paralaobtención del derivado biorreversible tipo N-alcoximetilo (ARM-6).

Finalmente, para la preparación de los derivados biorreversibles tipo N-aciloximetilo (ARM·2,

ARM·3, ARM·4 Y ARM·5), se propuso hacer reaccionar al hemiaminal ARM·8 con derivados

reactivos de los ácidos carboxílicos correspondientes, según lomuestra el esquema 4.

rJIl
~

°XXN

,;7 1 r s
CI :::"" N 'eH,

o )

o¿O
OH ARM-3

rJIl
~aXXN,;7 1 r s

CI:::"" N 'eH,
o )
)\-0

H, C ARM-2

(b)! (C)/

(Y) ro /'
~ (a) ~T°XX'L- - Yl(~_s

:::,... I / -\ CI~N 'eH,
el ~ CH3 )

Mm (e) ¡"' AR~O?
O? .:xx:~'"'

°Yy)-s r-Nr->-) .:'
CI~N 'eH, H,C '-- ARM Ao ) CH, ....

,.S)~
a)(CH20)n, K2C03, agua, 24 h; b) Anhídrido acético, pirídina-CHCb, 24h; e) Anhídrido sueeíníeo, píridina-CHCb, 24h;

d)N,N-dietil-¡3-alanina, 1,1 '-earbonildiimidazol,aeetonitrilo, reflujo 4h;
e)Ácido 4-(t-boc-amínometil)benzoico, 1,1 '-earbonildiímídazol, aeetonitrilo, 4h; HCI, éter.

~& ma 4. Ruta sintética para laobtención delos derivados biorreversibles tipo N-aciloximetilo (ARM-2 a5).
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Tabla 11 . Sistemas deelución cromatográfica.

Sistema

11

11I

Composición Sistema Composición

Cloroformo 98% Tolueno 88%
IV Tetrahidrofurano 9%

Metanol 2%
Ácido acético 3%

Cloroformo 90%
V

Cloroformo 95%
Metanol 10% Acetona 5%

Cloroformo 100% VI
Hexano 50%

Acetato deetilo 50%

4.2.1. Métodos de preparación

A continuación se detallan los métodos de preparación para los intermediarios, el compuesto

Alfa ysus derivados biorreversibles ARM-1 -7.

• 4-Cforo-S-(1-naftifoxiH,2-fenilendiamina 01)

SnCI2·2Hp

Etanol
09,~ 09'~:::::-.. ,¿:; :::::-.. ,¿:;

- - -=------=--_ ..
0yYNH2 0yYNH2

CI~N02 CI~NH2
I 11

P. mol. 314.72 P. mol. 284.74

En un matraz bola de3 bocas con un refrigerante en posición de reflujo, agitador magnético y

atmósfera de nitrógeno, se suspendieron 100 g (317.7mmol) del compuesto I y430.2g (1 .9mol)

de cloruro estannoso dihidratado en 500 mL de etanol. La mezcla se calentó a reflujo durante 4

horas; posteriormente, se vertió sobre 1000 mL de agua hielo y se llevó a pH 9 con hidróxido de

sodio. El sólido se separó por filtración, se lavó con etanol y acetato de etilo varias veces. El

primer filtrado (alcohólico) seconcentró in vacuo, el residuo se redisolvió en acetato de etilo y se

juntó con los lavados de acetato anteriores. Después, los extractos orgánicos se lavaron con

salmuera, se secaron con sulfato de sodio anhidro y se concentraron a sequedad con el

rotaevaporador. Se obtuvo un residuo oleoso que pesó 90.0 g (99.5%), con Rf de 0.310 en el

sistema I con una gota deamoniaco.
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• 5-C/oro-2-mercapto-6-(1-nafti/oxiJ-1H-bencimidazo/ 011)

~
~

0yYNH2

el~NH2
11

P. mol. 284.74

.
(Y)

KOH,CS2 _~

Etanol °Yy)-SH
el~N

111 H .

P. mol. 326.80

En un matraz de 3 bocas, provisto de termómetro, refrigerante en posición de reflujo,

agitación magnética y atmósfera de nitrógeno, se mezclaron 90.0 g del compuesto 11 (316.1

mmol) 450 mL etanol, 26.8 g (477.3 mmol, 1.51 eq) de KOH, disueltos en 25 mL de agua, y 28.6

mL (474.1 mmol, 1.5 eq.)dedisulfuro de carbono. La mezcla se calentó a reflujo suave (50-60°C)

durante 4 h; posteriormente, se vertió en agua y aciduló a pH 5-6 con ácido acético al 20%. El

sólido se separó por filtración al vacío y lavó con agua repetidas veces. Finalmente, el sólido se

decoloró con carbón activado (15%) en una mezcla cloroformo-metanol 2:1. Se obtuvieron 78.3 g

(75.8%) de un polvo blanco con un punto defusión de 273-275°C y Rf de 0.468 en el sistema 11

con una gota de ácido acético.

• 5-C/oro-2-(metilito)-6-(1-nafti/oxiJ-1H-bencimidazo/ (Alfa)

rIIJ
~

°ÚN

~ I )-SH
el N

H

111
P. mol. 326.80

cyl ~~ /?
CH31, KOH

•
Etanol °Yy)-S

el~N 'cH3
H

Alfa >
P. mol. 340:83

En un matraz de 3 bocas, provisto de termómetro, embudo de adición, agitación magnética y

atmósfera de nitrógeno, se disolvieron 78.3 g (239.6 mmol) del compuesto 111 en 400 mL de

etanol. Luego, se añadieron 16.1 g (287.5 mmol, 1.2 eq.) de KOH disueltos en 40 mL de agua. La

mezcla se enfrió a 6-8 oc y, mediante el embudo de adición se añadieron, gota a gota, 16.4 mL

(26 mmol, 1.1 eq.) de yodometano. Al término de la adición se mantuvo la temperatura y la
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agitación durante 1 h entre 5-10°C. Posteriormente, la mezcla se vertió sobre 1000 mL de agua y

se llevó el pH a 6-7 con HCI 20%; el sólido que se formó se separó por filtración al vacío y lavó

repetidas veces con agua. El filtrado se concentró y el sólido se filtró y lavó repetidas veces con

agua. Los dos sólidos obtenidos se juntaron, pesando 69.1g (84.7%), Yredisolvieron en acetato

de etilo caliente y la solución se trató con carbón activado a reflujo durante 1 h. Después de

separar por filtración el carbón, la solución amarilla se concentró a un tercio de su volumen en el

rotaevaporador, luego se vertió sobre un volumen igual de metanol, agitando vigorosamente.

Precipitó un sólido blanco, el cual se separó por filtración, lavó con metanol frío y secó al aire,

dando 37.4 g (45.8%) de un polvo blanco, con un punto de fusión de 180.8-188.2°C y con un Rt

de 0.367 en elsistema 1.

• f6-C/oro-2-(metiltioJ-5-(1-naftiloxiJ-1H-bencimidazol-1-iIlmetanal (ARM·8J

Alfa
P. mol. 340.83

~
~

HCHO 37%, ISC03 0YYN
• ,~ ;?--s

Hp el ~ ) 'cH3

HO
ARM-8

P. mol. 370.85

En un matraz bola de 500 mL con una boca, contando con un agitador magnético, se

suspendieron 10 g (29.3 mmol) de Alfa en 125 mL de agua. Después, a la suspensión se

añadieron 0.365 g (2.6 mmol) de carbonato de potasio; una vez disuelto éste, se añadieron 30

mL (400.5 mmol) de una solución de formaldehído al 37%. La suspensión se dejó en agitación

durante toda la noche. Posteríormente la mezcla se filtró; el sólido se lavó con solución de

formaldehído al 4% y secó al aire durante 24 h dando 9.823 g (90.3% de rendimiento) de un

polvo blanco, con un punto de fusión de 94.5-97.8°C y un Rt de 0.263 en elsistema V.

'"
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• 6-Cloro-2-(metiltio)-5-(1-nafti/oxiJ- 1H-bencimidazol-1-carboxilato de etilo (ARM·1)

Alfa
P. mol. 340.83

TEA ,CHCI3

..

(1(1
~

°ÚN
~ I ~s::::,... r-,

CI N CH3

~o
/",0

H3C

ARM -1
P. mol. 412.89

En un matraz bola de 50 mL con una boca, agitador magnético y trampa de humedad, se

mezclaron 1.0 g (2.9 mmol) de compuesto Alfa, 0.5 mL (3.5 mmol) de trietilamina y 10 mL de

cloroformo. A la solución ámbar, enfriada sobre baño dehielo, se añadieron 0.5 mL (5.3 mmol) de

c1oroformiato de etilo; terminada la adición se permitió que la reacción alcanzara la termperatura

ambiente y se·dejó en agitación por 3 h. Una vez verificado el consumo total de la materia prima

mediante CCF, la suspensión se concentró a sequedad con ayuda de un rotaevaporador. El

concentrado seresuspendió en 10 mL de éter isopropílico con 0.5 mL de cloroformo, formándose

un sólido blanco, éste seseparó por filtración, lavó con éter isopropílico y secó al aire. Se obtuvo

1.0g (83.3%) de un polvo blanco con un punto de fusión de 147.1-149.1°C; en CCF presentó dos

manchas correspondientes a los dos isómeros con Rf de 0.526 y 0.421 en elsistema 111.

!
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• Acetato de [6-C/oro-2-(metíltioJ-S-(1-naftifoxi)- 1H-bencimidazo/-1-iflmetílo (ARM·2)

(IIJ
~aXX)-\

CI ) CH3

Ha
ARM-S

P. mol. 370.85

CHCI3 , Piridina

~
~

°XXN
?" I ~s
::::::,.... ~ \

CI N CH3

° ))-0
H3C

ARM-2
P. mol. 412.89

En un matraz bola de 50 mL con una boca, con un agitador magnético y trampa de humedad,

sedisolvió totalmente 1.0g (2.7 mmol) de ARM·8 en 10 mL de cloroformo, más 1 mL de piridina.

Posteriormente, a la solución se añadieron lentamente 0.4 mL (4.2 mmol) de anhídrido acético,

se dejó en agitación a temperatura ambiente durante 24 h. Después que se comprobó el

consumo total de · la materia prima, se -añadieron 30 mL más de cloroformo a la mezcla de

reacción yse lavó con 30 mL de ácido clorhídrico al20%. La fase orgánica sesecó con sulfato de

sodio anhidro y se llevó a sequedad con el rotaevaporador; se obtuvo una resina que se

resuspendió en 10 mL de éter isopropílico y 0.5 mL de Cloroformo, formándose un sólido blanco

que se filtró al vació, lavó con éter isopropílico y se secó al aire durante 24 h. Se obtuvieron

0.4069 g (36.6% de rendimiento) de un polvo blanco, con un punto de fusión de 148.5-156.8°C

que en CCF mostró dos productos, con R¡ de 0.500 y 0.389 en elsistema 111.
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• Acido 4-{{6-Cloro-2-(metiltio)-S-(1-naftiloxi)- 1H-bencimidazol-1-iIlmetoxi}-4-oxobutanoico

(ARM·3)

-v­
~

°ÚN

~ I }-s
CI ~ ) 'cH3

HO

ARM-S
P. mol. 370 .85

CHCI3• Piridina
..

('Ul
~

°ÚN

~ I }-s
CI ~ N 'cH3

° )
~ )-0

HO--{ A~M_~° ARM-3
P. mol. 470.93

En un matraz bola de 50 mL con una boca, provisto de un agitador magnético y trampa de

humedad, se disolvieron 1.0 g (2.7 mmol) de ARM·8 en 10 mL de cloroformo, más 1 mL de

piridina. Posteriormente, a la solución se añadieron 0.5 g (5.0 mmol) de anhídrido succínico; la

mezcla de reacción semantuvo en agitación a temperatura ambiente durante 24 h. Terminada la

reacción, ésta se diluyó con 30 mL de cloroformo a lasolución. La solución se lavó con 30 mL de

ácido clorhídrico al 20%; lafase orgánica sesecó con sulfato de sodio anhidro y llevó a sequedad

con el rotaevaporador obteniéndose un sólido resinoso que se suspendió en 10 mL de éter

isopropílico con 0.5 mL de cloroformo. Con este tratamiento se formó un sólido blanco el cual se

separó por filtración, lavó con éter isopropílico frío y secó al aire durante 24 h.

Se obtuvieron 0.937 g (73.8%) de una muestra del polvo. Una muestra del polvo se

recristal izó en acetonitrilo sin calentamiento para los análisis espectrométricos y

espectroscópicos, presentando un punto de fusión de 159.9-161.5°C y un R¡ de 0.292 en el

sistema IV.
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• 3-(N,N-Dietilamino)propanoafo de f6-c/oro-2-(metiltio)-S-(1-nafti/oxi)- 1H-bencimidazo/-1­

iIlmefi/o fARM-4)

rlIl
~

a~)-\
CI~) CH,

Ha

ARM-S

P. mol. 370.85

o

Nf"')l.N~
W W

Acetonitrilo

P. mol. 498.04

En un matraz bola de 50 mL con una boca, acondicionado con agitación magnética,

refrigerante en posición de reflujo y trampa de humedad, se suspendieron 0.734 g (4.0 mmol) de

clorhidrato de N,N-dietil,-p'"alanina y 0.984 g (6.1 mmol) de 1-1'-carbonildiimidazol en 5.0 mL de

acetonitrilo. La suspensión se calentó a reflujo suave (durante 2 horas) hasta lograr la solución.

Después, a la solución se le añadió 1.0 g (2.7 mmol) de ARM·8 y 5 mL más de acetonitrilo; la

reacción se calentó a reflujo durante 24 h. Al término de este periodo la mezcla de reacción se

concentró a sequedad con el rotaevaporador. La CCf de la resina obtenida (sistema VI) mostró

2 manchas, la de R¡ mayor (0.448, sistema VI) se extrajo con lavados sucesivos de éter

isopropilico; los extractos etéreos se juntaron y se llevaron a sequedad. Se obtuvieron 1.09 g de

una resina que también mostró dos manchas: una con un R¡ de 0.333 (identificada como ARM·4)

y otra de 0.214 (identificada como compuesto Alfa) en el sistema V.

Intentos posteriores de purificación -c onllevaron a la destrucción del compuesto,

regenerándose elcompuesto Alfa.
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• 4-Aminometilbenzoato de [6-cloro-S-(1-naftiloxiJ-2-metiltio-1H-bencimidazol-1-iIlmetilo

(ARM-5J

~
~aÚN?" I 'L-s

~ /\
CI ) CH3

Ha
ARM-S

P. mol. = 370.85

OQ
I ~

~ /?CH,
H,C+

CH,}-N'---O-< a~N

o o ~ /Í OH .. crVrS'cH3
1) NO~O , Acetonitrilo ;iao) .
2)Éter isopropílico, Hel conc. ~ -::

H N ARM-S
2

P. mol. 503.99

En un matraz bola de 50 mL con una boca, provisto con un agitador magnético, refrigerante

en posición de reflujo y trampa de humedad, se suspendieron 1.016 g (4.0mmol) deácido 4-(ter­

butoxicarbonil)aminometilbenzoico en 5.0 mL de acetonitrilo. La suspensión se trató con 0.984 g

(6.1 mmol) de 1,1 '-carbonildiimidazol. La suspensión formada secalentó a reflujo ligero durante 2

horas.

Una vez que se verificó el consumo de la materia prima mediante CCf (sistema VI), a la

mezcla se añadió 1.0g (2.7mmol) de ARM·8 y 5 mL más de acetonitrilo; la reacción se calentó a

reflujo durante 2 h. Al término de este periodo la mezcla de reacción se concentró a sequedad

con el rotaevaporador. La CCf (sistema 111) de la resina mostró 4 elementos con los siguientes R¡:

0.617, 0.583, 0.40, Y0.217 (Alfa), por lo que se realizó una cromatografía en columna para la

separación e identificación del elemento más abundante, R¡ de 0.40; se obtuvieron 0.3g (18.4%)

de un producto que se identificó como ARM·5 "ter-boc· protegido.
. /'

Intentos posteriores de desprotección causaron la destrucción del producto, originando al

ácido 4-aminometilbenzoico yalcompuesto Alfa.
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• 6-Cloro-1-(clorometiIJ-2-(meti/tíoJ-5-(1-naftiloxi)-1H-bencímídazol (ARM·9)

(IIj
~aXXN

e-: I }-s
CI ~ N 'cH3

)
Ha

ARM-S
P. mol. 370.85

('IIl
~aXXN

e-: I \'"-S:::::,.... r-\
CI N CH3

)
CI

ARM-9
P. mol. 389.30

En un matraz bola de 50 mL con una boca, adaptado con agitación magnética y trampa de

humedad, se disolvió 1.0 g (2.7 mmol) de ARM·8 en 10 mL de cloroformo. A la solución fría

(sobre un baño de hielo) se le añadieron 0.3 mL (4.0 mmol) de cloruro de tionilo. La mezcla se

agitó durante 2 h, permitiéndose que se alcanzara la temperatura ambiente. Después de verificar

el consumo de la materia prima mediante CCF, la mezcla de reacción se diluyó con 20 mL más

de cloroformo, después se lavó con solución de bicarbonato de sodio al 10%. La fase orgánica se

secó con sulfato de sodio anhidro y se llevó a sequedad con el rotaevaporador. La resina

obtenida pesó 0.975 g (37.2%) Ypresentaba dos manchas en CCF: 0.569 y 0.508 en el sistema

V. La mezcla cruda se utilizó para lasiguiente reacción.

• 6-Cloro-1-{{2-(dímetílamínoJetoxílmetm-2-(meti/tioJ-5-(1-naftiloxi)- 1H-bencimidazol (ARM-6J

en 09t N,N-Dimetilelanolamina aXXN

XXi \'"-s .:- NaH 60%, Benceno • :::::,.... I )-\
~ r- \ .' CI N CH3

CI )N CH3 )

H3C\-r
a

a ~

ARM-9 H3C ARM-6
P. mol. 389 .30 P. mol. 441.97

En un matraz bola de una boca de 50 mL se suspendieron 0.4 mL (3.9 mmol) de N,N­

tiletanolamina en 10 mL de benceno. La suspensión setrató, bajo condiciones anhidras, con
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0.300 g (7.5 mmol) de hidruro de sodio al 60%, dejándose reaccionar durante 1h. Después, se

añadió 1.0 g (2.5 mmol) de ARM·9 proveniente del crudo de la reacción anterior se calentó a

reflujo durante 24 h. Al término de este tiempo se llevó la mezcla a sequedad con el

rotaevaporador. La CCF de la resina (sistema 111) mostró 2 manchas: una con R¡ de 0.217

(Compuesto Alfa) y una en elpunto de aplicación.

Intentos de purificación provocaron ladestrucción del producto, recuperándose únicamente de

la resina elcompuesto Alfa.

• 6-C/oro-2-(meti/tío)-5-(1-nafti/oxíJ-1H-bencímídazol-1-carboxi/ato de 2-cloroetílo rARM-10)

Alfa
P. mol. 340.83

a

CI~a)lcl
TEA ,CHCI3

•

[(l
~aÚN~ I ~ s

~ ¡-,
CI . N CH3

~a
CI-/a '

ARM-10
P. mol. 447.33

En un matraz bola de50 mL con una boca, contando con un agitador magnético y trampa de

humedad, se suspendió 1.0 g (2.9 mmol) de compuesto Alfa en 10 mL de cloroformo. A esta

suspensión se adicionaron 0.5 mL (3.5 mmol) de trietilamina. Posteriormente se añadieron 0.4

mL (4.4 mmol) de cloroformiato de 2-cloroetilo; después que terminó la adición se permitió que la

reacción alcanzara temperatura ambiente, dejándose en agitación 3 horas. Una vez verificado el

consumo total de la materia prima mediante CCF, la suspensión se concentró a sequedad con

ayuda de un rotaevaporador; el concentrado se resuspendió en 10 mL de éter isopropílico más
,.,

0.5 mL de cloroformo. El sólido blanco, que precipitó, se separó por filtración, se lavó con éter

isopropílico y secó al aire. Se obtuvieron 1.02 g (77.8%) de un producto que en CCF mostró dos

manchas con R¡ de 0.354 y 0.292 en el sistema 111. El producto fundió con descomposición a

138°C

42



Procedimiento experimental

• Obtención de/6-C/oro-5-(1-nafti/oxi)-2-(metiltioJ-1H-bencimidazo/-1-carboxilato de 2­

(dimetilaminoJetilo (ARM-7J

(IIJ
~aÚN (CH3>2NH.HCI, NaH 60%

~ ~

I }-s THF
el ~ N 'cH3

~a
el~a

ARM-10
P. mol. 447.33

ARM-7
P. mol. 455 .97

En un matraz bola de una boca de 50 mL, adaptado con un refrigerante en posición de reflujo

y una trampa anhidra sesuspendieron 0.228 g (2.8 mmol) de clorhidrato de dimetilamina en 5 mL

de tetrahidrofurano. A dicha suspensión se añadieron rápidamente 0.112 g (2.8mmol) de hidruro

de sodio al 60% en aceite mineral. Se dejó con agitación hasta que dejó de burbujear

(aproximadamente 2 h). Una vez terminada la reacción, se añadió 1.0g (2.2 mmol) de ARM·1 OY

5 mL más de tetrahidrofurano. La reacción semantuvo en agitación durante 24 h. Posteriormente

la reacción se concentró a sequedad; la resina obtenida se disolvió en 40 mL de cloroformo, se

lavó con 60 mL de agua, se secó con sulfato de sodio anhidro y se llevó a sequedad. El residuo

se redisolvió en 10 mL de cloroformo y se trató con una corriente rápida de cloruro de hidrógeno

anhidro, recién generado, durante 2 h. El sólido blanco que precipitó se separó por filtración al

vacío y lavó con éter de petróleo. La CCF del sólido reveló que dicho sólido era compuesto Alfa.

De las aguas madres seobtuvo un polvo blanco cuando éstas se trataron con más éter; el sólido

se separó por filtración alvacio, se lavó c.on éter de petróleo fresco ysecó alaire, dando 0.3071 g

(26.0%) de un polvo blanco que en CCF mostró dos manchas con Rt de 0.200 y 0.169 en el

sistema IV. El producto fundió con descomposición a 181.2 y 183.rC.
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4.3. Evaluación de la estabilidad in vitro y solubilidad de los derivados

biorreversibles

4.3.1. Estabílídad ante lahidrólisis in vitro

La evaluación de la estabilidad de los compuestos se realizó mediante cromatografía de

líquidos de alta resolución. Para lo cual primeramente se prepararon soluciones stock

(concentración: 0.25 mg/mL) para cada uno de los compuestos a evaluar en acetonitrilo, metanol

o agua. La estabilidad se monitoreó por medio de la relación de áreas de los picos (área del

compuesto dividida entre el área del compuesto Alfa). Se consideró como compuestoestable si la

relación de áreas no disminuyó más del 10%68 en el tiempo de monitoreo; e inestable cuando

esta re/ación de áreas fue mayor al 10% de la relación inicial. Se consideró a/ compuesto Alfa

como estándar interno y la evaluación de ladegradación se realizó por periodos entre 2 y 5 h.

4.3.2. Solubílídad en medio acuoso

A los derivados biorreversibles que presentaron estabilidad en disolventes próticos se les

determinó la solubilidad acuosa en solución amortiguadora de Fosfatos (pH =7.0) según el

siguiente diagrama de flujo:

Suspender 1, 3 Y5 mg del
Mantener lostuboscompuesto aevaluar en 1mL Aoitar durante 20senvórtex en agitación a25°Cde disolvente utilizando tubos

Eppendor. durante 48h.

Mezclar 300 JlL del filtrado con 50JlL Descartar primera porción IFiltrar lasuspensión Ide solución estándar deAlfa del filtrado len filtros denylon.
(Concentración final: 0.0167 mg/mL)

"1 j -, / .'
11 t 20 L I CLAR Invectar cada muestra IDeterminar laconcentración del I
nyec ar Jl ene I portriplicado '1 compuesto por interpolación.

Esquema 5: Determinación delasolubilidad acuosa.
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6. Conclusiones

6.1. Conclusiones finales

o Se preparó el compuesto Alfa a partir de 5-cloro-4-(1 -naftiloxi)-2-nitroanilina en una

secuencia de tres pasos con éxito; el rendimiento global fue de 34.5%.

o Se lograron obtener y caracterizar totalmente cuatro derivados biorreversibles (ARM·1 ,

ARM·2, ARM·3 YARM·7). Los derivados ARM·4 y ARM·5 no se lograron aislar ya que

fueron muy inestables; sólo se comprobó su presencia por espectrometría de masas. El

derivado ARM·6 no se obtuvo.

o Los compuestos ARM·1, 2, 3 Y 7 fueron estables en medios polares apróticos

(acetonitrilo).

o De los compuestos obtenidos e identificados, el ARM·3 fue el más estable en medios

próticos (agua) por loque seeligió para determinar su solubilidad acuosa.

o El compuesto ARM·3 fue 2.2 veces más soluble que el compuesto Alfa. Este aumento en

lasolubilidad es significativo, mas no es suficiente para considerar la formulación deARM·

3 en solución.

o Al añadir una porción alifiática se disminuyó ligeramente el punto de fusión , pero no se

pudo observar el efecto sobre lasolubilidad de los derivados biorreversibles. Por otro lado,

al añadir una porción ionizable se mejoró, aunque no considerablemente, lasolubilidad del

compuesto Alfa.

o Los derivados con unión fármaco-acoplador N(Sp2)_C(Sp2) (ARM·1, ARM·7) fueron más

inestables que los de unión N(Sp2)-C(Sp3) (ARM•.2, ARM·3); esto se reflejó en su

estabilidad ante la hidrólisis teniendo los primeros tiempos de vida media menores a 15

minutos, los segundos, mayores a 30 minutos y en elmejor de los casos, mayor a 3 horas.
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6.2. Perspectivas del trabajo.

En el presente trabajo se trató de abarcar lo más posible en la exploración de derivados

biorreversibles para poder aumentar la solubilidad del compuesto Alfa. Por ser un trabajo que

inicia un proyecto de investigación, quedan pendientes varios aspectos:

./ Síntesis de derivados biorreversibles
del tipo ésteres inorgánicos:

./ Síntesis de derivados biorreversibles
del tipo bases de Mannich:

./ Sintesis de derivados biorreversibles
del tipo éteres depolialcoholes:

('Y1
~0X):NI "'" )--5

e l .ó N 'eH,
ft )

HO-5-0
11o

~ Donde, X= NH, O

~ n=O ,1

O~)-\

b)l ~
H OH

./ Síntesis de las sales farmacéuticas (clorhidrato, lisinato, arginato, glutamato, etc.) de los

derivados biorreversibles.

./ Evaluar los derivados sintetizados de carácter no polar (ARM-1 y ARM-2) en cuanto a su

solubilidad y estabilidad en medios oleosos permitidos para su uso como vehículos

farmacéuticos.r

./ Evaluar, tanto los derivados sintetizados como los propuestos, en disolventes polares no

acuosos y mezclas dé disolventes permitidos para su uso como vehículos farmacéuticos.

./ Someter a aquellos compuestos con los cuales se haya logrado una solución a pruebas

de reversibilidad in vivo.
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