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Introduccion

1. Introduccion

El proposito central de la Quimica Farmacéutica es el descubrimiento y desarrollo de sustancias
quimicas medicamentosas para la prevencion y tratamiento de enfermedades que aquejan al hombre
y a los animales. La mayoria de los farmacos que se utilizan en la actualidad se han encontrado de
manera empirica, a partir de productos naturales, por casualidad, o se han obtenido por medio de la
sintesis quimica. Esto ha sido el resultado de un largo y complejo proceso de investigacion que,
desde el descubrimiento de un compuesto lider, hasta el desarrollo de un medicamento, tiene una
duracion de aproximadamente 10 afios, con costos econdmicos muy altos. En el &mbito 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 el sector veterinario y en los Gltimos afios, para la salud 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 busqueda de alternativas terapéuticas, en trabajos anteriores en nuestro
laboratorio se disefi¢ y sintetizé un analogo del Triclabendazol: el 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 vitro, como en pruebas in vivo en
ganado vacuno y ovino. Dicho analogo presenta muy baja solubilidad en agua, propiedad que

dificulta su formulacién para la administracion facil y rapida en animales.

En el presente trabajo se busco el mejoramiento de la solubilidad acuosa de dicho anélogo para
el disefio de futuras formulaciones en solucion, bajo el enfoque de la quimica farmacéutica.
Especificamente, el trabajo consisti6 en el disefio y sintesis de derivados biorreversibles Estos
derivados fueron de dos tipos: el fasciolicida unido a un grupo de caracter-alifatico por medio de un
acoplador, y el fasciolicida unido a un grupo ionizable en medios bioldgicos por medio de un
acoplador. Se elucidd la estructura molecular de dichos derivados por medio de técnicas
espectrométricas y espectrométricas, y se determinaron algunas de sus propiedades fisicoquimicas.
Adicionalmente, se evalué su estabilidad ante la hidrélisis, determinando su viabilidad en el futuro

disefio de formulaciones en solucién.




Antecedentes

2. Antecedentes

2.1. Fasciolosis
2.1.1. Gen_eralidades

Se estima que 40 millones de personas estan infectadas por al menos una de las diferentes
especies de trematodos y varias de estas infecciones estan resurgiendo. La enfermedad llamada
fasciolosis es causada por el parasito Fasciola hepatica, un trematodo que constituye un
problema severo de salud piblica alrededor del mundo. Estos parasitos, también conocidos como
duelas hepaticas, son los trematodos mas grandes que infectan al ser humano: cada adulto mide

25-30 mm de largo por 10-15 mm de ancho.
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Antecedentes

Su huésped definitivo frecuentemente es un mamifero (humanos, vacas, ovejas, conejos,
etc.), y su huésped intermediario es un molusco gastrépodo (caracoles, babosas, etc.) siendo la
mayor fuente de infeccion del huésped definitivo plantas asociadas a cuerpos de agua. Cuando
se ingieren las metacercarias, éstas eclosionan en el limen del intestino y migran hacia el higado
donde se alimentan de las células de la parénquima hepatica, 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-fecundacion. 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 eclosién, que ocurre de 10-15 dias hasta meses
después, dependiendo de la temperatura. Inmediatamente después de la eclosion, 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 al esporocisto y luego al estado de redia. Cada redia da origen a muchas cercarias, que
salen del molusco al agua; las cercarias se enquistan cerca de plantas acuéticas o, incluso, en el
agua?. Las cercarias enquistadas, o metacercarias, son resistentes a cambios de temperatura asi

como a otros parametros ambientales.

La fasciolosis se adquiere por la ingestibn de vegetales o agua contaminada con las
metacercarias. Como se menciond previamente, una vez en el higado 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 econémica

La fasciolosis, que probablemente es la infeccion por helmintos mas comun en el ganado
(prevalece del 30 al 90%, sobre todo en zonas tropicales), se ha reconocido como un verdadero
problema veterinario, ya que la infeccion del ganado induce pérdidas en la productividad del
mismo con consecuencias econdmicas importantes como son: decomiso parcial o total del

higado de rastros, baja produccién y mala calidad de leche, bajas tasas de crecimiento y mala

o
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conversion alimenticia, baja produccién y mala calidad de lana, trastornos reproductivos, entre

otros.?

La importancia en la salud publica de esta parasitosis en humanos se ha incrementado en los
altimos 25 afios con un estimado de 7,071 casos (en el afio 1998) en 51 paises de todos los
continentes, 4 llegandose a considerar como una de las enfermedades emergentes con sintomas

muy leves o presentandose de manera sub-clinica: 9

o América: 3,267 caSos s Europa: 2,951 casos.
¢ Asia: 354 casos.:\_'._ » /Africa: 487 casos.
. Océéh&’af 12.casos.
El namero real de casos es, sin duda, mucho mayor. En estimaciones actuales se considera
que 17 millones de personas estan infectadas’ 4% con F. hepatica y cerca de 180 millones estan
en riesgo de infeccion.! La gran presencia en humanos ya no se correlaciona con areas en las

- cuales ta fasciotosis es un-problema veterinario mayor.

Tabla 1. Niveles de infeccion en humanos alrededor del mundo®

Nivel de infeccion Pais Porcentaje de poblacién infectada
. Francia 0.00034 %

Muy bajo Chile 0.7%

Egipto (delta del rio Nilo) 73%

Pert {Cajamarca) 8.7 %

Intermedio Puerto Rico (Corozal) 10.7 %
Irén Variable

Oeste de Europa

Pert (Puno) 15.6 %

Alto Per (valle Mantaro) 34.2%
Bolivia 53-100%

En afios recientes (2002)-se diagnosticaron 2,594 casos de fasciolosis en humanos en 42
paises; entre ellos, Argentina, Bolivia, Cuba, Perii y Puerto Rico, por lo que no debe ser

subestimada la presencia del parasito. 6

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

cuales se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 2. Prevalencia de fasciolosis animal en México’.

Prevalencia 73-100 % 31-70 % 20-215% <2.0% s/datos

Guanajuato 3 Distrito Federal
onora
. Tlaxcala . Campeche
Hidalgo Morelos Chiapas Guerrero
Tabasco Chihuahua Baja California .
o Puebla ; . Colima
Estados  Estado de México Jalisco Coahuila Yucatan Navari
Michoacan Tamaulipas Quintana Roo ay
Veracruz Durango Zacatecas Sinaloa
€ Aguascalientes San Luis Polosi Nuevo Lebn
Oaxaca Querétaro

Datos conservadores obtenidos en México muestran que de 36 millones de bovinos, 18
millones estan expuestos a la infeccion por F. hepatica, en virtud de que el ganado se encuentra
localizado en zonas reconocidas como “faciolosas”. Sin embargo, estudios epidemiologicos
muestran que alrededor de 5 millones estan 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 lieva a cabo mediante la abstencién del consumo del
berro silvestre o plantas acuéticas, evitar el empleo de excremento de ovinos, bovinos o de aguas
residuales como abono, especialmente en zonas endémicas. E! tratamiento terapéutico comin en
humanos es el usado en la amibiasis aguda: Dehidroemetina a una dosis de 1 mg/Kg por dia
durante 10 dias3. El control de la infeccion animal se puede realizar en cualquier fase del
desarrollo, o bien, reduciendo el nimero de hospederos intermediarios. El uso del Triclabendazol
en humanos fue aprobado desde 1989 por la Organizacion Mundial de la Salud para combatir la
gran epidemia de fasciolosis presente en Iran® en ese afo; desde ese entonces se administra

una dosis Unica de 10 mg/Kg y es comercializado actualmente por Novar’(is'Pharma Inc.

Actualmente, varios' compuestos quimicos estan -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 Gltimo el farmaco de eleccién y los anteriores como

f?[magos alternativos. Después de la dosificacion, la concentracion terapéutica de estos
£
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farmacos

en la sangre se alcanza en los dos primeros dias y solo las infecciones ya presentes

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

reinfeccion. Estos farmacos tienen actividad variable contra el estado parasitico de los

trematodos ya citados y marcadas diferencias en toxicidad.

El Tric

labendazol requiere atencidn especial, debido a que es el unico farmaco efectivo contra

las primeras fases de la infeccion, p. ej., la migracién al higado que provoca fasciolosis aguda.? 9

Tabla 3. Eficacia comparada de los farmacos contra Fasciola en ovejas®

. Dosis .
Dosis L . Edad minima del
. . Ruta de maxima Indice de o
Grupo quimico  Antihelmintico administracion recomendada tolerada sequridad parasﬂo (§emanas),
(mg/Kg) eficiencia > 90%
(mgiKg)
Bitionol Oral 75 75 1 >12
Fenoles Hexaclorofeno Oral 15 40 2.6 12
halogenados Niclofolano Oral 4 12 3.0 12
Nitroxinil Subcutanea 10 40 40 8
Brotianida Oral 5.6 27 48 12
Ca Closantel Oral 7.5-10 40 40 6-8
Sahclamidas o iiozanida Oral 15 60 40 12
Rafoxanida Oral 7.5 45 6.0 6
L Albendazol Oral 475 30 8 >12
Bencimidazoles  riiahendazol Oral 0 200 20-40 f
Sulfonamidas Clorsulon* Oral 7 100 5 8
Fenoxialcanos ~ Diamfenetida Oral 80-120 400 3.3-50 1 dia — 6 semanas

*Dalos para ganado vacuno.

Tabla 4. Espectro de eficacia de farmacos a las dosis recomendadas en ovejas®

Edad del parésito en semanas

Farmaco 1 2 3 456 7 89 10 11 12 13 14

Bitionol, Hexaclorofeno |

Oxiclonazida, Niclofolano 50-70% | 80-99%
Albendazol
Clorsulon + ivermectina (inyeccion) | | >
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%
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2.2. Los bencimidazoles como agentes terapéuticos antiparasitarios

Los bencimidazoles son antihelminticos de amplio espectro usados para el control de varios
parasitos: nematodos, trematodos y cestodos. Su introduccién como antihelminticos de amplio
espectro marcod el inicio de una nueva era en el tratamiento de muchas infecciones por

nematodos. Entre ellos se encuentran:3

<0 < U,

Tiabendazo! Cambendazol Parbendazol
e \ ’ \
LG, DR g T
e : ?"\CHJ H C?’—O\CHJ H %\CHJ
Oxibendazol Mebendazol Flubendazol
N "\ N,
O LDy, a L=,
* N 2/—0 e, ('j R g om o " o>/'/ omy
Fenbendazol Oxfendazol Ciclobendazol
0 . MLCK “
NH
| H—nn C'\Ei/"j@[f« CHy
° N 0 /C:E Ny ¢
o—ﬁ:o " °>7 ey s h 2/’0 ‘en, o ;)*5
0
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. hepatica.
Solo el Albendazol 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 adultos e incluso de 6 semanas de edad, pero no es muy usado.
El farmaco de eleccién es el Triclabendazol; se ha encontrado que este derivado del
bencimidazol tiene una gran eficacia contra organismos jévenes 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 &tomo de cloro y el grupo metiltio, asi como la ausencia del

grupo carbamato en este bencimidazol lo distinguen claramente del resto.
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2.2.1. Mecanismo de accién de bencimidazoles

Los bencimidazol-2-carbamatos (BC) se unen directamente a la B-tubulina, con esto impiden
la polimerizacién de la misma, lo que causa la despolimerizacion de los microtubulos, con la
subsiguiente perturbacion de los procesos donde éstos estan involucrados.!® Se ha encontrado
que la toxicidad especifica de los bencimidazoles para los helmintos se debe a su mayor afinidad

por la B-tubulina del helminto en comparacioén a la de los mamiferos.

Estudios con inhibidores de la polimerizacion de la tubulina, como el taxol y la colchicina,
sugieren que los BC clasicos se unen a la B-tubulina en el mismo sitio que éstos, no asi el
Triclabendazol, que también tiene este mecanismo de accion pero su sitio de union parece ser
otro ya que presenta los mismos efectos asociados a la inhibicidn de microtibulos™. Al tener un
sitio de union distinto al de los BC, el Triclabendazol tiene una accion selectiva sobre la f3-

tubulina presente en F. hepatica.t

Otros mecanismos descritos para los BC son, por ejemplo, Ia inhibicion de la sintesis de
proteinas y el desacoplamientd de la cadena respiratoria y la fosforilacién oxidativa.'d 1! Tanto la
inhibicién de la sintesis de proteinas como la inhibicién de la formacion de microtibulos pueden
estar separadas, pero se considera que estan interrelacionadas, porque cualquier disrupcién de
microtibulos causara desorganizacion de los organelos, como el Reticulo Endoplasmico Rugoso

y el aparato de Golgi, que estéan activamente involucrados en la sintesis de proteinas.
2.2.2. El compuesto Alfa como agente fasciolicida

El uso desmedido del Triclabendazol en el tratamiento de la fasciolosis ha tenido como
consecuencia inevitable la seleccién de poblaciones resistentes a este farmaco en varias areas
del mundo. Desde 1995 se ha reportado'resistencia al Triclabendazol en Australia, Escocia,
Irlanda, Gales, y Holanda,? 1! aunque se considera que estas poblaciones resistentes todavia no

“se han convertido en un problema econémico mayor. Sin embargo, la preocupacion es grande,
ya que desde el lanzamiento del Triclabendazol en 1983 para uso veterinario, no se ha registrado

ningun nuevo fasciolicida.

P
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En el grupo de investigacién del laboratorio 122 del Departamento de Farmacia de la Facultad

de Quimica de la UNAM se han realizado estudios para obtener mayor informacién sobre las
relaciones estructura-actividad de los bencimidazoles antiparasitarios (antiprotozoarios,
antihelminticos, etc.). Los resultados de los estudios estructura-actividad para los bencimidazoles
muestran que se requiere de un sustituyente metiltio en la posicion 2 de este anillo, para que el
bencimidazol tenga actividad fasciolicida; los sustituyentes en posicién 5y 6 son importantes pero
no esenciales, por lo que se pueden realizar sustituciones por otros grupos que tienen
comportamiento electrénico similar.2 Dentro de los compuestos que se ha preparado y a los que
se les determiné la actividad fasciolicida in viro, esta el compuesto Alfa, que resulto ser activo
contra metacercarias recién desenquistadas a concentraciones de 10pg/mL. En estos ensayos

se observo, ademas, que las metacercarias se lisaron por efecto del compuesto Alfa.!?

El compuesto Alfa, bioisostero del Triclabendazol, se diseiié considerando el reemplazo
isostérico del grupo 1,2-diclorofenilo, en el Triclabendazol, por su equivalente isostérico 1-naftilo,

como lo muestra la figura 2, conservandose la actividad fasciolicida.

0 N O O N
[y — | D—s
% o
cl It Hy cl it 3

La sustitucién isostérica

1] I
Triclabendazol eva al compuesto aifa Affe

Figura 2. Reemplazo isostérico en el Triclabendazol.14

En estudios in vivo en ovinos y bovinos, el compuesto Alfa mostré una gran actividad
fasciolicida. A una dosis de 15 mg/Kg en suspensién oral tuvo una efectividad del 100% contra
parasitos con 3 dias y hasta 10 semanas de edad.' Ademas, estudios de microscopia electrénica
han demostrado dafio importante en la estructura de la F. hepatica,'s y mas recientemente, dafio™
en la estructura de F. hepatica resistente al Triclabendazol.'® Los resultados obtenidos son

-promisorios, ya que, como se vio anteriormente, Ja mayoria de los fasciolicidas usados hasta el
momento como la Rafoxanida, Nitroxinil, Closantel o Clorsulon solo actian contra paréasitos de 6

semanas o0 mas de edad, o en la fase inmadura como la Diamfenetida.10. 1!
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Dentro de los esfuerzos por mejorar la dosis y la formulacion se ha propuesto que el

compuesto Alfa sea formulado en solucién inyectable de 10 mg/mL, de facil administracion para

uso veterinario.

2.2.3. Propiedades fisicoquimicas del compuesto Alfa

Nombre quimico:
Férmula molecular:
Peso molecular:
Props. organoléplicas:
Punto de fusion:
Solubilidad:*

PKa*
Log P:

Farmacocinética:*

*

Farmacodinamia:

Amax

* Ver referencias 3y 12.

L e,
O j;/;[ \>'S\
Cl : CHj

5(6)-Cloro-2-metiltio-6(5)-(1-naftiloxi)- 1 H-bencimidazol

C18H13N205Cl;

340.83

Polvo cristalino de color bianco, con ligero olor caracteristico

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

HCI0.1 N: 0.010 mg/mL

Metanot: 0.100 mg/mL

Propilenglicol: 0.041 mg/mL

287

1.44* (calculado™: 6.41)

Por administracion oral: modelo abierto de dos compartimientos, absorcién lenta con
una t2 de 6.17 h, concentracién en plasma maxima de 8 pug/mL a las 11 h. y vida
media de eliminacion entre 13.54 y 24.99 h. De absorgion mas rapida, concentracion
plasmatica menor que el Triclabendazol. Excrecion por via urinaria.

Metabolismo mas extenso que el Triclabendazol, dando origen a dos metabolitos
principalmente: el sulfoxido y la sulfona. La actividad es atribuida tanto al principio
activo (aunque no es detectable en plasma) asf como al metabolito sulfoxido.

220 nm, 302 nm

** Programa ACDLabs®/LogP
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Teniendo un compuesto tan prometedor para el tratamiento de la fasciolosis, se ha buscado
mejorar la administracién del mismo. Se ha considerado que la presentacion de una formulacion

inyectable seria muy conveniente para la facil administracién del compuesto Alfa.

2.2.4. Formulaciones comerciales y experimentales de bencimidazoles
Por vias de administracion no convencionales se han tenido logros efimeros; como por

ejemplo, la efectiva dosificacion de BC por medio de una formulacién transdérmica en cintas con
polietilenglicol/polivinilpirrolidona.”” La 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 se logré su formulacién en
vehiculos aceptados para su uso en veterinaria, llegandose a comercializar Oxfendazol
(Endovet®, Novartis) y Sulféxido de Albendazol (Ricozol®, Bayer). Estas formulaciones tienden a
causar necrosis en el silio de aplicacion por su pH tan acido. 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 formulacién de un principio activo en solucion, primero se tiene

que aumentar la solubilidad de éste, para lo cual existen Ias siguientes estrategias: '
¢ Mediante formulaciones de diferente composicién (area de la tecnologia farmacéutica).
¢ Mediante la formacion de sales farmacéuticas del compuesto.

¢ Mediante la union covalente del compuesto con entidades solubilizantes, es decir,

profarmacos del compuesto.

& 4

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 el sitio de aplicacion.

11
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La ultima de las opciones, los profarmacos, se esta convirtiendo en una parte integral en la
investigacion del disefio de farmacos. Por ejemplo, cuando al Oxfendazol se le adicioné un
residuo de n-butilcarbamoilo en la posicion 1 del anillo se obtuvo un compuesto altamente soluble

en propilenglicol, lo que permitié la formulacién de un inyectable para su administracion en
ovejas.!8

2.3. Los profarmacos como método de optimizacién de farmacos

El término profarmaco se refiere a un compuesto farmacolégicamente inactivo que es
convertido a un farmaco activo a través de una biotransformacion metabélica.22 Existen muchas

razones por las cuales se aborda la estrategia de sintesis de profarmacos en el disefio de

farmacos, 2 2! entre las cuales las mas relevantes son:

o Solubilidad e Absorcion y distribucion

o Especificidad en el blanco ¢ Inestabilidad

o Liberacién prolongada o Toxicidad

e Poca aceptacion del paciente o Problemas en formulacion

El disefio racional de profarmacos requiere que se identifiquen claramente las causas o
razones por las cuales se va a utilizar este enfoque, s6lo asi se pueden identificar los medios por

los cuales se puede resolver el problema a vencer.22 2
2.3.1. Clasificacién de profarmacos

Existen muchas clasificaciones de profarmacos: desde el punto de vista quimico, por su
mecanismo de activacion, y por su direccionamiento. A continuacion se profundiza un poco en

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

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

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

12
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. Barmreras Farmacéuticas
Biofarmacéuticas y Fammacocinéticas

(Farmaco ) 7‘\ 4 [ Entidad
acarreadora

Disefio del Entidad
profarmacg ¥ \acameadora

Figura 3. Concepto de profarmaco unido a acarreador?2 2

iy

Dentro de esta clasificacién tenemos:

e Profarmacos bipartitas: Compuestos producto de la unién entre un farmaco y un

-acarreador.

e Profarmacos tripartitas: Compuestos producto de la unién entre un farmaco, un

acarreador y una entidad que mantenga a ambos unidos (acoplador o “linker”).

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

liberacion selectiva o para proteccion de sitios de biotransformacion.

e Profarmacos mutuos: Compuestos producto de la unién de dos farmacos,

generalmente de accién sinérgica entre si.

Deptro de esta clase se pueden considerar a los farmacos que se les une un acarreador
(comél un anticuerpo o una entidad quimica cuya biotransformacion sea sitioespeciﬁca) que es
capaz de transportarlos desde el sitio de aplicacidn, de una manera selectiva, a las células
blanco, conocidos como farmacos dirigidos, asi como también a los farmacos unidos a polimeros
(como el polietilenglicol) para lograr una liberacién retardada del mismo, conocidos como

profarmacos macromoleculares.?

13
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Bioprecursores: son compuestos que al ser metabolizados dan origen a un nuevo compuesto

que es el principio activo, o que puede metabolizarse mas, para originar al farmaco activo.

Para el disefio de los precursores se toman en cuenta las reacciones metabdlicas de Fase I:
reacciones que involucran la transformacion de entidades especificas en una molécula sustrato y

la creacion de nuevos grupos funcionales.?!

Tabla 5. Diferencias entre bioprecursores y profarmacos con acarreador's. 20

- Profarmacos
Caracteristica " —
Unidos a un acarreador Bioprecursores
Constitucién  Principio activo + acarreador Sin acarreador
Lipofilicidad Fuertemente modificada  Ligeramente modificada
Bioactivacion Hidrolitica Oxidativa o reductiva
Catalisis Quimica o enzimatica Enzimatica

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

Enziméticos: se activan por accion de enzimas; presentan variabilidad biologica y dificultades
de optimizacién.
No-enziméticos: No requieren activacion enzimética; tienen menos dificultades de

optimizacion pero presentan mayores dificultades por ser mas inestables.
Finalmente, desde el punto de vista del direccionamiento, los profarmacos se dividen en:2%

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

Liberacion quimica selectiva.

Transporte selectivo a un tejido.

2.3.2. Profarmacos de bencimidazoles

Debido a la baja solubilidad en agua de los derivados del bencimidazol, se han realizado
varios esfuerzos, desde el enfoque de los profarmacos, para remediar este problema. Dichos
profarmacos 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 se encuentran en investigacion preclinica.
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Figura 4. Pro-bencimidazoles?

En los ejemplos mostrados Tiofanato, Promebendazol, Febantel y Netobimin son
bioprecursores que por ciclacion 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 analogo 5-trifluorometil del Netobimin,
que cuando se administrd a gerbos infectados con Echinococcus multilocularis produjo una
importante disminucion de la infeccion provocada por el bencimidazol, que es activo contra este

paréasito.2

El Metoxicarbonilmebendazol es un ejemplo de derivados biorreversibles. Al Mebendazol se le
agreg6 un grupo metoxicarbonilo en la posicion 1 del anillo de bencimidazol, modificando con
esto sus propiedades farmacocinéticas; este profarmaco se ha administrado a conejos,
lograndose el incremento en la concentracion plasmatica del principio activo en relacion a

aquellos animales que solo recibieron Mebendazol.#
2.3.3. Importancia de las propiedades fisicoquimicas en la actividad bioldgica

No importando la ruta de administracion, un farmaco debe pasar a través de muchas
membranas biologicas durante el proceso de absorcion, distribucién, biotransformacion y
eliminacion. La habilidad de un farmaco para llevar a cabo su efecto esta relacionado con la
concentracion del mismo en el sitio de accion y su capacidad de interactuar con el blanco
bioIc')gico ya sea blogueandolo o estimulandolo, por lo que la absorcién del mismo (el movimiento

del farmaco desde el sitio de aplicacion al compartimiento extracelular del cuerpo) y su
15
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distribucion por el cuerpo son determinantes en la actividad biolégica del farmaco. Dentro de las

variables que afectan la absorcion y distribucion de farmacos tenemos:2

o Propiedades fisicoquimicas del compuesto activo: naturaleza quimica, peso molecular,

solubilidad en agua y coeficiente de particion.

e Variables fisiolégicas: motilidad gastrica, pH en el sitio de absorcion, area de

absorcion, flujo sanguineo, eliminacion presistémica, ingestion con o sin alimentos.

Para el disefio de nuevas entidades farmacolégicas con aceptables propiedades
biofarmacéuticas se tienen que tomar en cuenta cuatro parametros asociados con su
permeabilidad, liposolublidad y su solubilidad en medios acuosos, estos son: peso molecular,
logP, entidades donadoras de puentes de hidrégeno y entidades aceptoras de puentes de
hidrégeno. Tras un analisis de los farmacos actualmente en el mercado, y tomando en cuenta las
propiedades anteriores, se han propuesto las siguientes guias para pronosticar futuros problemas
de absorcion y/o permeabilidad?® de la nueva entidad, llamadas “reglas del 5" o *lineamientos de

Lipinski”. Se presentaran problemas si:
e Hay méas de 5 donadores de puentes de hidrégeno (expresado como la suma de OH’s
y NH's);
o El peso molecular es mayor a 500;
e Ellog P es mayora$5;y,
e Hay mas de 10 aceptores de puentes de hidrégeno (expresado como la suma de N's y
O’s).
Cabe mencionar que las excepciones a estas guias son los compuestos que son sustratos
para transportadores biolégicos.

~Experimentatmente, la fiposolubilidad de los farmacos se estima a través del coeficiente de
particion (P) existente entre el 1-Octanol (fase organica que simula a la membrana fosfolipidica
de la célula) y agua, siendo esta relacion de caracter logaritmico,2? donde a es el grado de

qispcigcién del compuesto en‘agua:
16
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)

Actualmente se cuenta con programas computacionales para calcular el logaritmo del
coeficiente de particién (logP), los cuales se basan en las aportaciones que hacen los
sustituyentes y porciones estructurales de un compuesto a su lipofilicidad, aplicados a la
ecuacion de Hansch para el célculo del coeficiente de particion. En este trabajo se utilizé para tal

motivo el paquete computacional ACDLabs®/LogP.

La solubilidad acuosa es una propiedad muy importante. Una solubilidad acuosa mayor al 1%
a 37°C de un principio activo nos dice que no habra problemas en la biodisponibilidad del -
farmaco. No obstante, esto es so6lo un supuesto en la relacién solubilidad-absorcidn, relacion
determinada por la velocidad de disolucion y solubilidad dependientes del pH del entorno
fisiolégico, del tamafio de particula o &rea superficial, y por la dosis administrada del
compuesto.30 A diferencia del coeficiente de particion, no existe un método no experimental para
estimar la solubilidad de los compuestos organicos a partir de su estructura y/o propiedades

fisicas, por lo que tiene que ser determinada experimentalmente.

La mayoria de los farmacos son moléculas pequefias con un peso molecular menor a 1000 y
pueden pasar a través de las membranas biologicas por difusion, siempre y cuando no estén
ionizadas. Generalmente las moléculas solubles en agua, con una liposolubilidad baja, pasan a
través de membranas por medio de difusion facilitada o por pinocitosis, aunque algunos trabajos
indican que las moléculas pequenas también pueden pasar por difusion simple a través de la
membrana lipidica. Farmacos con alta liposolubilidad pasan facilmente a través de la membrana,

incluso, si sus dimensiones permiten, por difusién facilitada.

Los prerrequisitos fisicoquimicos también difieren segin la via de administracion a utilizar.
Dentro de las vias parenterales tenemos: intravenosa, intramuscular y subcutanea; y pueden ser
empleadas cuando las vias enterales (oral, sublingual y rectal) estan contraindicadas o son

inadecuadas?!.

17
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2.3.4. Criterios para la elaboracién de derivados biorreversibles

El enfoque de los profarmacos debe de explorarse cuando el desarrollo de un agente bastante
promisorio e innovador es precedido por un defecto farmacocinético o farmacéutico. Cuando se
considera la adicion de una entidad acarreadora, se debe tener en mente la estabilidad quimica
del acoplador que debe ser suficientemente estable para permitir la sintesis, purificacion y
formulacion del profarmaco. Algunos autores3? recomiendan que, en casos de profarmacos de
sustancias nuevas, se deben de investigar diferentes prototipos de profarmacos. La viabilidad de

esos prototipos se evaluara posteriormente en experimentos farmacocinéticos.
Teniendo lo anterior en mente, para el disefo de este tipo de profarmacos se debe considerar
lo siguiente;20. 2!
e Generalmente, la unién entre el acarreador y el farmaco es de tipo covalente.
e El profarmaco debe ser inactivo o menos activo que el farmaco.
e Lasintesis del profarmaco no debe ser significativamente mas cara que la del farmaco.

e La unién se debe romper in vivo y debe ser lo suficientemente estable para permitir la

formulacion farmacéutica del profarmaco.
o FElacarreador no debe ser toxico, y preferentemente sin actividad biologica per se.

e La separacion del farmaco de su acarreador debe llevarse a cabo rapidamente para
asegurar niveles efectivos del principio activo en el sitio de accién y asi minimizar el

metabolismo del profarmaco o la inactivacion gradual del farmaco.
2.3.5. Eldisefio de derivados biorreversibles hidrosolubles

El agua es el disolvente preferido para la preparacion de formas farmacéuticas liquidas como
soluciones orales e inyecciones; sin embargo, en muchos casos, la solubilidad del principio activo
en agua es muy baja para permitir la preparacion de una formulacion acuosa. Ei enfoque de los
profarmacos es usado frecuentemente para alterar la solubilidad de un principio activo para
propositos de formulacion.?# Desde el punto de vista quimico, la entidad que dara solubilidad al

pfofarmaco puede ser un grupo hidrofilico neutro o un acido o base organico ionizable. 19
; 18
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Los métodos mas comunes para preparar derivados biorreversibles son:'9

o Formacion de ésteres, hemiésteres, ésteres de carbonato, ésteres de nitrato, amidas,

acidos hidroxamicos, carbamatos, iminas, bases de Mannich, o enaminas del farmaco.
e Introduccion de las funcionalidades: azo, glicésido, péptido, y éter.

e Preparacién de polimeros, sales, complejos, fosfamidas, acetales, hemiacetales y

cetales del farmaco.
Con la preparacion de estos derivados biorreversibles, se utilizan dos estrategias:?2
¢ Introduccién de un grupo idnico o ionizable presente en el acarreador.
o Derivatizacion para que el profdrmaco tenga un punto de fusién menor al del farmaco.

Un requisito elemental para este enfoque es la disponibilidad de un grupo funcional, en el
farmaco, que cumpla con los requisitos para la sintesis de un profarmaco, y la conversién del
profarmaco al farmaco in vivo. Idealmente, el profarmaco debe convertirse en el farmaco tan
pronto como el objetivo se cumple; por ejemplo: los profarmacos disefiados para solucionar
problemas de solubilidad en formulaciones intravenosas preferentemente deben convertirse de
manera inmediata al farmaco después de la inyeccion, para que la concentracién del profarmaco

circulante sea insignificante con respecto al farmaco.
2.3.5.1.  Modificadores idnicos o ionizables en condiciones fisiologicas

Este es el enfoque més utilizado para aumentar la solubilidad de los farmacos y se basa en la
relacion solubilidad- pH para acidos y bases débiles. En la siguiente tabla se ejemplifican algunos

profarmacos modelo:

Tabla 6. Ejemplos de profarmacos hidrosolubles modelo y su estabilidad22

Estabilidad en  Estabilidad
solucion enzimatica

Q
Hemisuccinatos F,,m.aw/oj‘/\)J\OH Limitada Limitada
@)
O

Derivado

Sulfatos Farmaco”  “SO4H Alta Pobre
g Fosfatos Farmaco” *“POgH, Alta Variable
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Tabla 6. Ejemplos de profarmacos hidrosolubles modelo y su estabilidad?? (Continuacion)

Estabilidad en  Estabilidad

Derivado py L
solucion enzimatica
R
Esteres de a- 0 y)\ -
S - : Limitada Alta
aminoacidos Famaco jo NHa
P
Dialquilaminoacetatos Famaco N’ Limitada Alta
(8] "Ry
(o)

Esteres de Famaco._ J\
. . 0 Ry Alta Alta
Aminometilbenzoato i

"R

Para la formacién de un profarmaco se consideran los grupos funcionales presentes en el

mismo y se proyectan derivaciones. En la siguiente tabla se ejemplifican algunos profarmacos
con diferentes grupos funcionales:

Tabla 7. Profarmacos de varios grupos funcionales presentes en farmacos22

Grupo funcional Profarmaco
R-COOR’ Esteres
R-COOH R-COO-CHR-OCO-R' o-aciloxialquil ésteres
R-CONH-R' Amidas
R-NH-CO-R’ Amidas
R-NH-COO-R’ Carbamatos
R-NH> R-N=CR?’ Iminas
R-NH-C=C- Enaminas
R-NH-COO-CHR-OCO-R’ Derivados N-aciloxialcoxicarbonilo
R'-CONR-CH2-NR1R; Bases de Mannich
NH acido R-CONR-CH.-OH N-Metiloles (hemiaminales)

R-CONR-CHR1-OCOR; Derivados N-Aciloxialquilos

Para los casos de grupos NH acidos (por ejemplo hidantoinas, imidas e imidazoles) se puede
usar la N-aciloximetilacion. La regeneracion del farmaco in vivo se lleva a cabo en 2 pasos:
ruptura enzimatica de! éster seguida de la descomposicion espontanea del intermediario N-
hidroximetilo, dando como productos al farmaco libre, formaldehido y el &cido carboxilico

empleado, como lo indica la siguiente figura:
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N
| \ A\
_ | N> k, (espontanea) | N>
“ — H

N
B e T
]

Enz-B: R R-COOH, Enz-B: ~ HO_Y HCHO

\/z

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

En varios estudios previamente realizados?” se ha estudiado la cinética de hidrdlisis para
derivados de tipo N-aciloximetilo y N-alcoxicarbonilo en medios acuosos, encontrandose que la
hidrolisis de estos compuestos sigue una cinética de pseudo-primer orden a pH fijo, siendo mas
estables en un rango de pH de 4-6; dicha hidrélisis es funcién del pH, de la constante de
ionizacién del heterociclo protonado, y det grado de ionizacién (determinada por la constante de
ionizacion) del derivado formado. En estos mismos estudios se menciona que la hidrdlisis
enzimatica de estos compuestos corresponde a una cinética estricta de primer orden, que
corresponderia a la descomposicion espontanea del intermediario emanado de la ruptura

enzimatica del éster.

El formaldehido liberado después de la hidrolisis puede ser toxico® (DLsy de 260 mg/Kg) ya
que se convierte rapidamente, por enzimas, en formiato y éste muy lentamente a su vez en
didxido de carbono.? En este respecto la FDA recomienda realizar estudios toxicoldgicos cuando

se trata de profarmacos que utilizan al formaldehido como acoplador farmaco-acarreador.3

La formacion de ésteres de a-amino y aminoacidos de cadena corta tiene la limitante de que
éstos sufren hidrolisis intramolecular mas rapido que hidrélisis enzimatica, al pH (3-5) en el cual

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

esquema.
o [o}
|% +H,0 )J\(R
. ———» HO
: NH +
Ow Bencimidazol R 2 NH3
E?L‘O/— ._-/
~ N
R } \1 \ | \> N
NH, -HCHO ©I S
N —_—
> N
H
HO
* '+ Figura 6. Mecanismos de autohidrolisis facilitada por la presencia de grupos amino veginales.?
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Se ha demostrado?® que se puede bloquear esta catalisis intramolecular por impedimento
estérico de manera eficiente y tener una hidrélisis enzimatica rapida, incorporando un grupo fenilo

entre el grupo éster y el grupo amino, conservando el pK, del grupo amino.

Las caracteristicas deseables en el grupo ionizable a utilizar son la relacion de la entidad
utilizada (acido o base), sus sales y el valor del pKa. El pH donde se pueda encontrar la mejor
solubilidad acuosa seréa: para acidos, un pH mayor a su pKa, y para bases uno menor a su pKa.
Ademas, la estabilidad del enlace modificador-farmaco sera mayor en donde se presente el mas

alto grado de solubilizacién.2
2.3.5.2. Modificadores del punto de fusion

Una energia de red cristalina alta de los compuestos sélidos tiene como resultado un punto de
fusion alto y poca solubilidad en la mayoria de los disolventes. Por lo tanto, un intento por reducir
esta energia puede resultar en el mejoramiento de la solubilidad acuosa?? Segln estudios
realizados® se ha demostrado que en solucién los imidazoles y bencimidazoles no sustituidos en
posicion 1 tienen una gran tendencia a formar puentes de hidrogeno intermoleculares,
incrementando su energia de red cristalina.

En base a diversos estudios, se ha establecido que cuando se cambia 100°C el punto de
fusion de un farmaco, via la formaciéon de un profarmaco, hay un cambio significativo en la
solubilidad acuosa y biodisponibilidad.

Tabla 8. Cambios de punto de fusion para algunas modificaciones con profarmacos?

] 4p.f.(°C)
Famaco  Profarmaco . stico Alitstico
RCOOCH;  -100 -70

- R-COOC3Hs -150 -70
RCOOH ¢ cooCeHs 70 -
R-COONH, 50 20

R-OCHs -100 -30

R-OC2Hs -100 -50

ROH  pocoohs -2 -20
R-OCOCsHs 0 0
R-NHCOCH; 60 -

RNH: B NHCOCGHs 60 —

22



Antecedentes

e [nterludio fisicoquimico: Cinética quimica

Recordando conceptos de cinética quimica, el orden de la reaccion gobierna la forma
matematica de la ley de velocidad y, por tanto, la variacion de la concentracién de todas las
especies con el tiempo;¥ dicho orden debe ser obtenido por experimentacion. En la siguiente

tabla se enlistan los 6rdenes de reaccién mas comunes:

Tabla 9. Ordenes de reaccion mas comunes

Ley de

Orden velocidad Ecuaciones* Observaciones
C=C, -k La d_gscor_nposicién de orden cero s una
Cero dRx)_ Tc relacion lineal entre la concentracion del
dt t, = EI‘L reactivo y gl hgmp_o, por lo que depende de la
concentracion inicial del reactivo.
La descomposicion de primer orden, la
_ 4(Rx) C=Ce™ concentra_cic')n del regcljvo di_sminuye
Primero m =—kC ¢ 2 exponencialmente con el tiempo, teniendo un
¥k valor de k de constante de velocidad y no
depende de la cantidad inicial de reactivo.
Un reactivo: LI Para una reaccion de segundo orden, al igual
4(Rx) 7 ¢ G, que en orden cero, la concentracion a
T=—kC ‘- 1 determlnadg ' pqmpo depende de la
¥ kG, concentracion inicial del reactivo.
En el caso de que A y B estén presentes en la
Segundo 1 relacion estequiométrica requerida, Ia ley de
Dos reactivos: C—,_§+(— n, Je veIocnc_jad tJ_ene la _forma de la primera
d(Rx) o ecua_cn‘)n. Si no se t_Jenen los reactJvos_ en
d—i=~kC,Cg c c, relacion estequiométrica, la ley de velocidad

In=4 — InC— = —k(n,C,, —n,Cys) tiene la forma de la segunda ecuacion, que se
o o simplifica poniendo en exceso uno de los dos
reactivos.

* tin: vida media de reaccion, es decir, el iempo para que la concentracin del reactivo alcance la mitad de su valor inicial.

ny. coeficienle estequiométrico del reactivo x.

Una de las formas de determinar la ley de velocidad de una reaccion es midiendo C como una
funcion del tiempo y realizar transformaciones matematicas a ambas variables y graficando
dichas transformaciones hasta encontrar en la grafica. Por ejemplo, en una reaccion de primer
orden, al graficar In C contra el tiempo se encontrara una linea 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

réaccibn de la concentracion de éste dltimo.
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3. Objetivos e hipotesis.

3.1.

Planteamiento del problema.

El compuesto Alfa se presenta como una opcién viable para el tratamiento de la fasciolosis, ya

que se ha comprobado que actia en todas las etapas de Fasciola hepatica. Este compuesto

podria 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 hidrégeno

intermoleculares, dificulta su formulacién en solucién para una facil administracion en animales.

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

los profarmacos para modificar las propiedades fisicoquimicas del compuesto Alfa, y, con esto, su

solubilidad acuosa.

Establecido lo anterior surgen las siguientes interrogantes:

3.2

o ¢Aumentara la solubilidad acuosa del compuesto Alfa al modificar la estructura del mismo

como un profarmaco?, y

¢Los nuevos compuestos tendran las suficientes solubilidad y estabilidad en agua para
ser considerados, en un futuro, como candidatos viables para una formulacion en

solucion?
Hipotesis.
Si se afiade una porcion estructural alifatica en la posicion 1 del compuesto Alfa, entonces

éste tendra una menor capacidad de formar puentes de hidrégeno intermoleculares, por lo

que disminuira su punto de fusion y aumentara su solubilidad acuosa.  *

Si se afiade una porcion estructural ionizable en medios biolégicos en la posicion 1 del
compuesto Alfa, se aumentara la polaridad de la molécula incrementandose su solubilidad

acuosa.

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

**. su mayor capacidad para interactuar con el disolvente.
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o Los derivados con unién farmaco-acoplador N(sp2)-C(sp?) seran mas estables ante la

hidrolisis que los que tienen union N(sp2)-C(sp3) por la menor polarizacion del carbono en

el enlace.
3.3. Objetivos.
3.3.1. Objetivo general.

Modificar la solubilidad acuosa del compuesto Alfa por medio del disefio y la sintesis de

profarmacos del tipo derivado biorreversible.
3.3.2. Objetivos especificos.
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 fusion que este farmaco experimental.

O © N ARM-1: R = COOCH,CH;
j@E M—s_ ARM-2: R = CH-0COCH;
o N\ CHy
R

Figura 7. Derivados biorreversibles propuestos con menor punto de fusion que el compuesto Alfa.

3.3.2.3. Preparar derivados biorreversibles que presenten un grupo ionizable en

medios biologicos para incrementar su solubilidad acuosa.

ARM-3: R = CH,-OCO(CH).COOH
o N ARM-4; R = CH2-OCO(CHa)2N(CH2CH3)2
| \>_7S ARM-5: R = CH2-OCOCsHsCH2NH2
N \CH ARM-6: R = CH2-O(CHz)2N(CHs3)2
c \ ® ARM-T: R = COO(CHz)2 N(CHs)2
Figura 8. Derivados biorreversibles propuestos con grupo ionizable en medios biologicos.
3.3.24. Caracterizar a los derivados biorreversibles mediante sus propiedades

fisicas: punto de fusion, Ry, asi como por métodos espectroscopicos (RMN, IR,

UV) y espectrometria de masas.
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3.3.2.5. Determinar la estabilidad en solucion de los derivados biorreversibles.

3.3.26. Determinar la solubilidad acuosa de los derivados biorreversibles que
presenten una estabilidad en solucién significativa.
3.4. Consideraciones para el disefo.
Para el disefio de los derivados biorreversibles se tomaron en cuenta las siguientes
consideraciones:

v" Lineamientos de Lipinski.2®

v" Consideraciones estructurales y facilidad de sintesis.

v" Estado de ionizacién en medios bioldgicos.

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

ACD/Labs® con los médulos que se describen a continuacion:

o El médulo LogPdB se utilizé para la prediccién de los coeficientes de particion de los
cornpuestos, por medio de un algoritmo que considera las contribuciones atémicas,
fragmentos estructurales e interacciones intramoleculares de los fragmentos

constituyentes de [a molécula.

o El médulo pKadB se utilizé para la prediccion de las constantes de ionizacion de los
compuestos, lo cual lo realiza a través de un algoritmo que considera pardmetros
estéricos (volumen y refractivdad molares), electronicos y parametros hidréfobicos

(Hansch) de fragmentos presentes en la molécula.

La evaluacion 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 ARM-1 ARM-2 ARM-3 ARM-4 ARM-5 ARM-6 ARM.7
Donadores de puentes de hidrégeno 0 0 1 0 2 0 0
Peso molecular 41289 41289 470.93 498.04 504.00 441.97 45596
Log P (calculado) 7.11 6.61 6.41 782 7.50 597 6.73
~__Aceptores de puentes de hidrogeno 5 5 5 6 5 5 6

| -
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Como se observa en la tabla anterior, los compuestos propuestos no presentaran problemas
serios de permeabilidad y/o absorcion, considerando que el Log P proviene de un algoritmo y no
es dato experimental. Quizd solo ARM-5 presente problemas, ya que su peso molecular es
mayor a 500.

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

biorreversibles ARM-1 a 7 se tienen 3 tipos de compuestos:
e Tipo N-alcoxicarborilo: ARM-1 y ARM-7
e Tipo N-aciloximetilo: ARM-2, ARM-3, ARM-4 y ARM-5
e Tipo N-alcoximetilo: ARM-6
Estos compuestos pueden analizarse desde varios puntos de vista:

e ARM-1y ARM-2 son isdmeros estructurales, ARM-7 tiene un atomo de oxigeno mas
que ARM-6. Estos cambios sutiles se propusieron con la finalidad de estudiar la

estabilidad del acoplador (CH20, y COz) frente a la hidrolisis in vitro.

o Se disefiaron tres ésteres que difieren en la porcion ionizable, un hemisuccinato (ARM-
3), un derivado de un pB-aminoacido (ARM-4) y un derivado del &cido 4-
aminometilbenzoico (ARM-5) con el propésito de estudiar el efecto en la solubilidad asi

como er la estabilidad.

o Finalmente, se consider 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 de obtener mezclas de isomeros debido a la tautomeria
presente en los bencimidazoles asimétricos, como el compuesto Alfa, no se pretendié hacer la

separacion de los derivados biorreversibles.
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5
X 0,

Cl
HCHO

‘? oq
o ';H l/%s

Cl
HO

Figura 9. Tautomeria de los bencimidazoles asimétricos’.

Se considerd al formaldehido 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 anica y se
espera que la cantidad de formaldehido liberado en la hidrélisis se encuentre por debajo de su

DLso, presentandose leves signos o no presentandose algun signo de toxicidad por el mismo.
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4. Procedimiento experimental

Para cumplir con el objetivo previamente planteado, el trabajo experimental se dividié en dos
partes: la primera involucra la sintesis del compuesto Alfa y de sus derivados biorreversibles, y en

la segunda la evaluacion de la solubilidad y estabilidad mediante la determinacion de la cinética

de hidrélisis en agua.
4.1. Instrumentacion y materiales

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

materiales de especial mencién:
4.1.1. Sintesis del compuesto Alfa y sus derivados biorreversibles

v' La 4-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-nitroanilina se sintetizo previamente en el laboratorio, como

parte de programas de Servicio Social y bajo procedimientos ya establecidos'2.

v Puntos de fusién (p.f.) fueron determinados con un aparato de punto de fusion para

capilares marca Biichi B-540. Los puntos de fusién obtenidos no estan corregidos.

v Las cromatografias en capa fina (CCF) para el monitoreo de reacciones se hicieron en
placas cromatogréficas de gel de silice 60 Merck® Fass 20X20 cm, y para la separacion de
muestras se utilizaron placas cromatograficas preparativas de gel de silice 60 Merck® Fass
200X200X2 mm. Como revelador se utilizd una lampara UV UVGL-25 Mineralight® o una
camara de revelado con Yodo resublimado. Las cromatografias en columna se llevaron a
cabo usando como fase estacionaria gel de silice 60 Merck® con una distribucién de tamafo

de particulade 0.2 a 0.5 mm.

v La evaporacion de disolventes se realizo en un rotaevaporador Biichi R-114 con'bomba de

vacio y condensador VWR Scientific-1107.

¥ Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotometro Perkin Elmer con

Transformada de Fourier FT-IR-1605, utilizando pastillas de KBr.
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v" Los espectros de masas se realizaron en un espectrometro de masas Jeol JMS-SX102A,
por medio de la técnica de bombardeo de atomos rapidos (FAB) utilizando Xenén como gas

acarreador y por la técnica de introduccién directa con impacto electrénico (ID/IE).

v" Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron en un espectrémetro
Varian Unity Inova a una frecuencia de 300 Hz, utilizando Tetrametilsilano (TMS) como

estandar interno y disolventes deuterados.
4.1.2. Evaluacion de la estabilidad in vitro y solubilidad de los derivados biorreversibles

v' Para la determinacién de la concentracion de los derivados y del compuesto Alfa en las
muestras, tanto en la solubilidad como en la cinética, se utilizé un cromatégrafo de liquidos de
alta resolucion (CLAR o HPLC) con bomba binaria Waters® 1525 y detector de arreglo de
fotodiodos Waters® 996, conectado a una estacion de trabajo Dell® como interfase de salida.
El rango de deteccion se fijo de 200 a 400 nm, siendo las longitudes de onda de trabajo 220 y

304 nm, con un flujo de fase mévil de 1 mL/min y corridas de 6 a 15 minutos. El volumen de

inyeccién fue de 20 pum.
v" Se utilizé una columna Waters® uBondapak C1s (3.9X300 mm) como fase estacionaria.
v" Metanol, Acetonitrilo y Agua grado HPLC, en proporcion 40:30:30, como fase movil.

v" Tanto para la cinética de hidrélisis como para el estudio de estabilidad en solucion se

utilizé un termomezclador Eppendorfé-R.

v’ Para el filtrado de las muestras de solubilidad, se utilizaron aerodiscos de 1 cm de

diametro de nylon Titan® con un tamafio de poro de 0.45 pm.

4.2. Preparacion de los derivados biorreversibles

Para la sintesis del compuesto Alfa se sigui6 la ruta sintética ilustrada en el esquema 1, para
lo-cual separtié de ta-5-cloro-4(1-nafltiloxi)-2-nitroanilina que por medio de una reduccién quimica
y un posterior ciclocondensacion con xantato de etilo en medio basico se obtuvo el 2-

mercaptobencimidazol, que finalmente se metilé cuidadosamente con CHal. Una vez purificado el
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compuesto Alfa, se procedié a la sintesis de los derivados biorreversibles segin las rutas

ilustradas en los esquemas 2, 3y 4.

R 02 —qm D

cl N02 C' NH,
| 1 Alfa

a) SnClzr2H,0, EtOH, reflujo; b) CS, KOH, EtOH, 55-65°C; ¢) CHsl, KOH, EtOH, 0-5°C
Esquema 1. Ruta sintética para la obtencion del compuesto Alfa.
Para la preparacion de los derivados tipo N-alcoxicarbonilo (ARM-1 y ARM-7), se hizo
reaccionar al compuesto Alfa con el cloroformiato de alquilo correspondiente, como lo muestra el
esquema 2. En el caso de ARM-7, esto llevd a la formacion del intermediario clorado ARM-10 el

cual por sustitucion nucleofilica dio ARM-7.
o N
z@m
cl N Chy

o

a) /\0
ARM-1
0, \
Alfa
J@E\
“ oq

O
ARM 10

Cl

T,
cl

:I
/\N\/\o
H,yC
ARM-7

a) CICOOCH,CHs, TEA, CHCI3 0-5°C, 3h; b) CICOOCH;CH,-Cl, TEA, CHCI3, 0-5°C, 3h;
¢) MeaNH.HCI, TEA, THF, reflujo 48 h

Esquema 2. Ruta sintética para la obtencion de los derivados biorreversibles tipo N-alcoxicarbonilo {ARM-1, 7)
Para la preparacion del derivado biorreversible tipo N-alcoximetilo (ARM-6), se propuso una
sintesis de éteres tipo Williamson con el bencimidazol funcionalizado como halogenuro de alquilo
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(ARM-9) y un alcoxido, como se muestra en el esquema 3.

R o7 B B

\
\ | >—S
| \>—s o | >_S | \>7$ <:|
C, ) ' P
HO cl /L\/\O
Alfa ARM-8 ARM-9 HsC ARM-6

a) (CHz0),, K2CO3, agua; b) SOCIy, CHCl; 0-5°C a tamb., 2 h; ¢) N,N -dimetiletanolamina, NaH 60%, benceno, 24 h.
Esquema 3. Ruta sintética para la obtencion del derivado biorreversible tipo N-alcoximetilo (ARM-6).

Finalmente, para la preparacién 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 &cidos carboxilicos correspondientes, segln lo muestra el esquema 4.

I,
c = N CHy
Hy c»\ °> ARM-2
] \ys

o]
- L,
o ; “oh, ct >
Alfa "0 ARM-8 OO
(e) l (A
b y
95
ci CH,
[¢]
r AcH
| D—s N
c,ji:[?_ Yer, H:sc/\ _

Q > CH, ARM-4

ARM-3

0

M ARM-5
a) (CH20)n, K2COs, agua, 24 h; b) Anhidrido acético, piridina-CHCls, 24h; ¢) Anhidrido succinico, piridina-CHCl, 24h;
d) N,N-dietil-B-alanina, 1,1"-carbonildiimidazol, acetonitrilo, reflujo 4h;

e) Acido 4-(t-boc-aminometil)benzoico, 1,1-carbonildiimidazol, acetonitrito, 4h; HCI, éter.

~Esquema 4. Ruta sintética para la obtencion de los derivados biorreversibles tipo N-aciloximetilo (ARM-2 a 5).
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Tabla 11. Sistemas de elucion cromatogréfica.

Sistema _ Composicion Sistema Composicion
Tolueno 88%
0,
| Cloroformo - 98% v Tetrahidrofurano 9%

O .
Metanol 2o Acido acético 3%

I Cloroformo  90% v Cloroformo 95%
Metanol 10% Acetona 5%

0,

M Cloroformo  100% vi Hexano ~— 50%

Acetatode etilo  50%

4.2.1. Métodos de preparacion

A continuacion se detallan los métodos de preparacion para los intermediarios, el compuesto

Alfa'y sus derivados biorreversibles ARM-1-7.
o 4-Cloro-5-(1-naftiloxi)-1,2-fenilendiamina (Il)

SnCl,.2H,0
OI:[NHZ - O]@iNHZ
Cl NO, cl NH,
I It
P. mol. 314.72 P. mol. 284.74

En un matraz bola de 3 bocas con un refrigerante en posicion de reflujo, agitador magnético y
atmosfera de nitrégeno, se suspendieron 100 g (317.7 mmol) del compuesto |y 430.2 g (1.9 mol)
de cloruro estannoso dihidratado en 500 mL de etanol. La mezcla se calent6 a reflujo durante 4
horas; posteriormente, se verti6 sobre 1000 mL de agua hielo y se ilevo a pH 9 con hidréxido de
sodio. El solido se separd por filtracion, se lavé con etanol y acetato de etilo varias veces. El
primer filtrado (alcohdlico) se concentré in vacuo, el residuo se redisolvié en acetato de etilo y se
juntd con los lavados de acetato anteriores. Después, los extractos organicos 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 pes6 90.0 g (99.5%), con Rs de 0.310 en el

sistema | con una gota de amoniaco.
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o 5-Cloro-2-mercapto-6-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol ()

l ! KOH, CS, I !

0O

oﬁNHz Etanol t@IN\ s
»—SH
Cl NH, ¢l :
1l
P. mol. 284.74 P. mol. 326.80

En un matraz de 3 bocas, provisto de termémetro, refrigerante en posicion de reflujo,
agitacion magnética y atmosfera de nitrogeno, se mezclaron 90.0 g del compuesto Il (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.) de disulfuro de carbono. La mezcla se calent6 a reflujo suave (50-60°C)
durante 4 h; posteriormente, se vertid en agua y acidul6é a pH 5-6 con acido acético al 20%. El
sblido se separé por filtracién al vacio y lavo con agua repetidas veces. Finaimente, el sélido se
decoloré con carbon activado (15%) en una mezcla cloroformo-metanol 2:1. Se obtuvieron 78.3 g
(75.8%) de un polvo blanco con un punto de fusion de 273-275°C y Ry de 0.468 en el sistema |l

con una gota de acido acético.

o 5-Cloro-2-(metilito)-6-(1-naftiloxi)- 1H-bencimidazol (Alfa)

| | CH,l, KOH |
° N Etanol ° N
XL X0
cl u cl N CH,

11 Alfa .
P. mol. 326.80 P. mol. 340:83

En un matraz de 3 bocas, provisto de termémetro, embudo de adicion, agitacion magnética y
atmosfera de nitrégeno, se disolvieron 78.3 g (239.6 mmol) del compuesto Il en 400 mL de
etanol. Luego, se afiadieron 16.1 g (287.5 mmol, 1.2 eq.) de KOH disueltos en 40 mL de agua. La
mezcla se enfrio a 6-8 °C y, mediante el embudo de adicion se afadieron, gota a gota, 16.4 mL

(2636 mmol, 1.1 eq.) de yodometano. Al término de la adicion se mantuvo la temperatura y la
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agitacion durante 1 h entre 5-10°C. Posteriormente, la mezcla se vertid sobre 1000 mL de agua y

se llevo el pH a 6-7 con HCI 20%; el sdlido que se formé se separd por filtracion al vacio y lavd
repetidas veces con agua. El filtrado se concentrd y el sélido se filtrd y lavo repetidas veces con
agua. Los dos solidos obtenidos se juntaron, pesando 69.1g (84.7%), y redisolvieron en acetato
de etilo caliente y la solucion se traté con carbon activado a reflujo durante 1 h. Después de
separar por filtracion el carbén, |a solucién amarilla se concentré a un tercio de su volumen en el
rotaevaporador, luego se vertié sobre un volumen igual de metanol, agitando vigorosamente.
Precipitd un solido blanco, el cual se separo por filtracién, lavé con metanol frio y secé al aire,
dando 37.4 g (45.8%) de un polvo blanco, con un punto de fusién de 180.8-188.2°C y con un Ry

de 0.367 en el sistema |.

o [6-Cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftiloxi)-1H-bencimidazol-1-iljmetano! (ARM-8)

5 " HCHO 37%, K,CO, OﬁN\%
S
j@ \>_S\ H0 cl N) oH,
|

HO

Alfa ARM-8
P. mol. 340.83 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 suspension se
afiadieron 0.365 g (2.6 mmol) de carbonato de potasio; una vez disuelto éste, se afiadieron 30
mL (400.5 mmof) de una solucién de formaldehido al 37%. La suspension se dejo en agitacion
durante toda la noche. Posteriormente la mezcla se filtrd; ei sélido se lavo con solucién de
formaldehido al 4% y secé al aire durante 24 h dando 9.823 g (90.3% de rendimiento) de un

polvo blanco, con un punto de fusién de 94.5-97.8°C y un R¢ de 0.263 en el sistema V.
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o 6-Cloro-2-(metiltio)-5-( 1-naftiloxi)- 1H-bencimidazol-1-carboxilato de etilo (ARM-1)

0 °
Hac/\oJ J\CI o N\
© | N\>,S TEA,CHCI, ﬁr\?‘ S\CH
\ Cl 3
| : CH,

c o
/0
HaC
Alfa ARM-1
P. mol. 340.83 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 solucién ambar, enfriada sobre bafio de hielo, se afadieron 0.5 mL (5.3 mmol) de
cloroformiato de etilo; terminada la adicion se permitié que la reaccion alcanzara la termperatura
ambiente y se-dejo-en agitacion por 3 h. Una vez verificado el consumo total de la materia prima
mediante CCF, la suspension se concentrd a sequedad con ayuda de un rotaevaporador. El
concentrado se resuspendié en 10 mL de éter isopropilico con 0.5 mL de cloroformo, formandose
un sélido blanco, éste se separb por filtracién, lavé con éter isopropilico y secé al aire. Se obtuvo
1.0 g (83.3%) de un polvo blanco con un punto de fusién de 147.1-149.1°C; en CCF present6 dos

manchas correspondientes a los dos isomeros con Rsde 0.526 y 0.421 en el sistema llI.
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e Acetato de [6-Cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftiloxi)- 1H-bencimidazol-1-ilimetilo (ARM-2)

.

o N HacJ J\O)J\CH;., . 0 N\
Kjﬁ»—s CHCI,, Piridina ﬁ >_ R
| N on, cl N CHs

[of 0 >
ha
HO HyC
ARM-8 ARM-2
P. mol. 370.85 P. mol. 412.89

En un matraz bola de 50 mL con una boca, con un agitador magnético y trampa de humedad,
se disolvid totalmente 1.0 g (2.7 mmol) de ARM-8 en 10 mL de cloroformo, mas 1 mL de piridina.
Posteriormente, a la solucion se afiadieron lentamente 0.4 mL (4.2 mmol) de anhidrido acético,
se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 24 h. Después que se comprobd el
.consumo total de-la materia prima, se-afadieron 30 mL mas de cloroformo a la mezcla de
reaccion y se lavd con 30 mL de &cido clorhidrico al 20%. La fase organica se sec6 con sulfato de
sodio anhidro y se llevé a sequedad con el rotaevaporador; se obtuvo una resina que se
resuspendié en 10 mL de éter isopropilico y 0.5 mL de Cloroformo, formandose un sélido blanco
que se filtré al vacio, lavo con éter isopropilico y se secé al aire durante 24 h. Se obtuvieron
0.4069 g (36.6% de rendimiento) de un polvo blanco, con un punto de fusién de 148.5-156.8°C
que en CCF mostr6 dos productos, con Ry de 0.500 y 0.389 en el sistema Il
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o Acido 4-{[6-Cloro-2-(metiltio)-5-(1-naftiloxi)- 1H-bencimidazol-1-illmetoxi}-4-oxobutanoico

(ARM-3)

OO 0= __0
v 5 .
N - 0
j;/;[ \>—s\ CHCI,, Piridina al N CH,
] N CH3

o
c )
) 0
HO HO
ARM-8 Y ARM-3

P. mol. 370.85 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, mas 1 mL de
piridina. Posteriormente, a la solucién se afiadieron 0.5 g (5.0 mmol) de anhidrido succinico; la
mezcla de reaccién se mantuvo en agitacién a temperatura ambiente durante 24 h. Terminada la
reaccion, ésta se diluyé con 30 mL de cloroformo a la solucién. La solucién se lavé con 30 mL de
acido clorhidrico al 20%; la fase orgéanica se sec6 con sulfato de sodio anhidro y llevé a sequedad
con el rotaevaporador obteniéndose un sélido resinoso que se suspendi6 en 10 mL de éter
isopropilico con 0.5 mL de cloroformo. Con este tratamiento se formé un sélido blanco el cual se

separé por filtracion, lavo con éter isopropilico frio y secé al aire durante 24 h,

Se obtuvieron 0.937 g (73.8%) de una muestra del polvo. Una muestra del polvo se
recristalizd en acetonitrilo sin calentamiento para los analisis espectrométricos vy
espectroscopicos, presentando un punto de fusion de 159.9-161.5°C y un R¢ de 0.292 en el

sistema IV.
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o J3-(N,N-Dietilamino)propanoato de [6-cloro-2-{metiltio)-5-(1-naftifoxi)- 1H-bencimidazol-1-

illmetilo (ARM-4

G

H,c/\NH'\)J\oH ° N
° N e j<;EN\>_S\CH
C'KIB \CH3 N\//;N NQ\/N HsC\\ /\)&\O>

Acetonitrilo N

HO )
ARM-8 HyC ARM-4

P. mol. 370.85 P. mol. 498.04

En un matraz bola de 50 mL con una boca, acondicionado con agitacion magnética,
refrigerante en posicion de reflujo y trampa de humedad, se suspendieron 0.734 g (4.0 mmol) de
- clorhidrato de N,N-dietil-B-alanina y 0.984 g (6.1 mmol) de 1-1-carbonildiimidazol en 5.0 mL de
acetoriitrilo. La suspension se calenté a reflujo suave (durante 2 horas) hasta lograr la solucién.
Después, a la solucion se le afiadié 1.0 g (2.7 mmol) de ARM-8 y 5 mL méas de acetonitrilo; la
reaccion se calenté a reflujo durante 24 h. Al término de este periodo la mezcla de reaccion se
concentro a sequedad con el rotaevaporador. La CCF de la resina obtenida (sistema VI) mostré
2 manchas, la de Ry 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 mostro dos manchas: una con un Rr de 0.333 (identificada como ARM-4)

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

Intentos posteriores de purificacion -.conllevaron a la destruccion del compuesto,

regenerandose el compuesto Alfa.
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o 4-Aminometilbenzoato de [6-cloro-5-(1-naftiloxi)-2-metiltio-1H-bencimidazol- 1-illmetilo

(ARM-35)

H30+O
Chy >—NH o (0] N
by O I
S 9 Ci 0 3
C;C[N;_ w, M N\//;,"J\"\;\\/N , Acetonitrilo )

o)
2)Eter isopropilico, HCI conc.

HO

ARM-8 HoN ARM-5

P. mol. = 370.85 P. mol. 503.99

En un matraz bola de 50 mL con una boca, provisto con un agitador magnético, refrigerante
en posicion de reflujo y trampa de humedad, se suspendieron 1.016 g (4.0 mmol) de acido 4-(ter-
butoxicarbonil)aminometilbenzoico en 5.0 mL de acetonitrilo. La suspension se tratd con 0.984 g
(6.1 mmol) de 1,1"-carbonildiimidazol. La suspensién formada se calentd a reflujo ligero durante 2

horas.

Una vez que se verifico el consumo de la materia prima mediante CCF (sistema VI), a la
mezcla se afiadio 1.0 g (2.7 mmol) de ARM-8 y 5 mL mas de acetonitrilo; la reaccion se calenté a
reflujo durante 2 h. Al término de este periodo la mezcla de reaccion se concentré a sequedad
con el rotaevaporador. La CCF (sistema lll) de la resina mostr6 4 elementos con los siguientes Rt:
0.617, 0.583, 0.40, y 0.217 (Alfa), por lo que se realizé una cromatografia en columna para la
separacion e identificacion del elemento mas abundante, Ry de 0.40; se obtuvieron 0.3 g (18.4%)

de un producto que se identifico como ARM-5 “ter-boc” protegido.

Intentos posteriores de desproteccion causaron la destruccion del producto, originando al

4cido 4-aminometilbenzoico y al compuesto Alfa.
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e 6-Cloro-1-{clorometil)-2-{metiltio)-5-(1-naftiloxi)- 1H-bencimidazol {ARM-9)

oC

SOCI
° N S 0 N
| \>-S\ CHCl, j@E \>—S
\
Cl N) CH, cl B CHj3
HO of
ARM-8 ARM-9
P. mol. 370.85 P. mol. 389.30

En un matraz bola de 50 mL con una boca, adaptado con agitacion magnética y trampa de
humedad, se disolvié 1.0 g (2.7 mmol) de ARM-8 en 10 mL de cloroformo. A la solucién fria
(sobre un bafio de hielo) se le afiadieron 0.3 mL (4.0 mmol) de cloruro de tionilo. La mezcla se
agitd durante 2 h, permitiéndose que se alcanzara la temperatura ambiente. Después de verificar
el consumo de la materia prima mediante CCF, la mezcla de reaccion se diluyé con 20 mL més
de cloroformo, después se lavo con solucion de bicarbonato de sodio al 10%. La fase organica se
sec6d con sulfato de sodio anhidro y se llevd a sequedad con el rotaevaporador. La resina
obtenida pesé 0.975 g (37.2%) y presentaba dos manchas en CCF: 0.569 y 0.508 en el sistema

V. La mezcla cruda se utilizo para la siguiente reaccion.

e  6-Cloro-1-{[2-(dimetilamino)etoxilmetil}-2-(metittio)-5-{ 1-naftiloxi)- 1H-bencimidazo! (ARM-6)

N,N-Dimetiletanolamina 0 N
(o] N > | \ 5
| \> s _ NaH 60%, Benceno > \
A cl N CHy
| N CHj,

C

MG
(0]
H
ARM-9 s ARM-6
P. mol. 382.30 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-

dimetiletanolamina en 10 mL de benceno. La suspension se trato, bajo condiciones anhidras, con
Ak J
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0.300 g (7.5 mmol) de hidruro de sodio al 60%, dejandose reaccionar durante 1h. Después, se

afiadio 1.0 g (2.5 mmol) de ARM-9 proveniente del crudo de la reaccion anterior se calenté a
reflujo durante 24 h. Al término de este tiempo se llevé la mezcla a sequedad con el
rotaevaporador. La CCF de la resina (sistema Ill) mostré 2 manchas: una con Ry de 0.217

(Compuesto Alfa) y una en el punto de aplicacion.

Intentos de purificacion provocaron la destruccion del producto, recuperandose inicamente de

la resina el compuesto Alfa.

o §-Cloro-2-(metiltio)-5-( 1-naftiloxi)- 1H-bencimidazol-1-carboxilato de 2-cloroetilo (ARM-10)

Y ‘?

© N\ TEA,CHCI, \>_S
| >_S\ c”
cl N CHy \RO

Cl\/\o
Alfa : ARM-10
P. mol. 340.83 P. mol. 447.33

En un matraz bola de 50 mL con una boca, contando con un agitador magnético y trampa de
humedad, se suspendi6 1.0 g (2.9 mmol) de compuesto Alfa en 10 mL de cloroformo. A esta
suspension se adicionaron 0.5 mL (3.5 mmol) de trietilamina. Posteriormente se afiadieron 0.4
mL (4.4 mmol) de cloroformiato de 2-cloroetilo; después que terminé la adicion se permitio que la
reaccion alcanzara temperatura ambiente, dejandose en agitacién 3 horas. Una vez verificado el
consumo total de la materia prima mediante CCF, la suspension se concentré a sequedad con
ayuda de un rotaevaporador; el concentrado se resuspendié en 10 mL de éter isopropilico méas
0.5 mL de cloroformo. El sélido blanco, que p‘fecipité, se separ0 por filtracion, se lavé con éter
isopropilico y sec6 al aire. Se obtuvieron 1.02 g (77.8%) de un producto que en CCF mostré dos
manchas con Rs de 0.354 y 0.292 en el sistema Ill. El producto fundié con descomposicion a
138°C
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o Obtencién del 6-Cloro-5-(1-naftiloxi)-2-{metiltio)- 1H-bencimidazol-1-carboxilato de 2-

(dimetilamino)etilo {ARM-7)

(CH,),NH.HCI, NaH 60%

0 N
0O N K:[ \>—S
j@ \: 5 THF cl N \CHa
| N CH,

¢ H30\ o}
(o]
o N0
CI\/\ He
3
ARM-10 ARM-7
P. mol. 447.33 P. mol. 455.97

En un matraz bola de una boca de 50 mL, adaptado con un refrigerante en posicion de reflujo
y una trampa anhidra se suspendieron 0.228 g (2.8 mmol) de clorhidrato de dimetilamina en 5 mL
de tetrahidrofurano. A dicha suspension se afiadieron rapidamente 0.112 g (2.8 mmol) de hidruro
de sodio al 60% en aceite mineral. Se dej6 con agitacién hasta que dej6 de burbujear
(aproximadamente 2 h). Una vez terminada la reaccién, se afadié 1.0 g (2.2 mmol) de ARM-10 y
5 mL més de tetrahidrofurano. La reaccidén se mantuvo en agitacion durante 24 h. Posteriormente
la reaccion se concentré a sequedad; la resina obtenida se disolvié en 40 mL de cloroformo, se
lavé con 60 mL de agua, se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se llevé a sequedad. El residuo
se redisolvio en 10 mL de cloroformo y se tratd con una corriente rapida de cloruro de hidroégeno
anhidro, recién generado, durante 2 h. El sélido blanco que precipitd se separ6 por filtracion al
vacio y lavo con éter de petréleo. La CCF del sdlido revel6 que dicho solido era compuesto Alfa.
De las aguas madres se obtuvo un polvo blanco cuando éstas se trataron con mas éter; el sélido
se separo por filtracion al vacio, se lavo con éter de petroleo fresco y sect al aire, dando 0.3071 g
(26.0%) de un polvo blanco que en CCF mostré dos manchas con R de 0.200 y 0.169 en el

sistema IV. El producto fundié con descomposicién a 181.2y 183.7°C.
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4.3. Evaluacion de la estabilidad in vitro y solubilidad de los derivados

biorreversibles
4.3.1. Estabilidad ante la hidrolisis in vitro

La evaluacion de la estabilidad de los compuestos se realizd mediante cromatografia de
liguidos de alta resolucién. Para lo cual primeramente se prepararon soluciones stock
(concentracion: 0.25 mg/mL) para cada uno de los compuestos a evaluar en acetonitrilo, metanol
0 agua. La estabilidad se monitoreé por medio de la relacion de areas de los picos (area del
compuesto dividida entre el area del compuesto Alfa). Se consideré como compuestoestable si la
relacion de areas no disminuyé mas del 10%88 en el tiempo de monitoreo; e inestable cuando
esta relacion de areas fue mayor al 10% de la relacion inicial. Se considerd al compuesto Alfa

como estandar interno y la evaluacién de la degradacion se realizé por periodos entre 2y 5 h.
4.3.2. Solubilidad en medio acuoso

A los derivados biorreversibles que presentaron estabilidad en disolventes préticos se les
determiné la solubilidad acuosa en solucién amortiguadora de Fosfatos (pH = 7.0) segin el

siguiente diagrama de flujo:

Suspender 1,3y 5 mg del ' Mantener los tubos
compuesto a evaluar en 1 mL Agitar durante 20 sen vortex en aqitacién a 25°C
de disolvente utilizando tubos " E;Jra%te 48 h
Eppendor. .

(r;llezcllar .3,00 “tlédgl ﬁl(tjraic')fcon S0uL Descartar primera porcion Filtrar la suspension
€ solucton estandar e Alia A del filtrado en filtros de nylon.
(Concentracion final: 0.0167 mg/mL) :

A . .
|_Inyectar cada muestra_’ Determinar la concentracién del
Mnyectar 20 pl en el CLAR | por friplicado Tcompuesto por interpolacion.

Esquema 5: Determinacion de la solubilidad acuosa.
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5. Resultados y discusion

5.1.  Preparacion de los derivados biorreversibles
5.1.1. Sintesis del Compuesto Alfa

Una vez llevada a cabo la ruta de sintesis propuesta en el esquema 1, a los compuestos se
les determinaron sus constantes fisicas asi como espectroscopicas y espectrométricas. En la

tabla siguiente se engloban las propiedades fisicas obtenidas de los compuestos I, Il y Alfa.

Tabla 12. Propiedades de los compuestos I-lll y Alfa

Rendimiento Punto de fusion

B Compuesto (%) (°C) Rf  Sistema

Il 995 Nd 0310 | Amaoniaco

IH 758 273-275 0468 || Ac. acélico
Compuesto Alfa 458 180.8-188.2 0367 |l

Nd: No determinado

Como ya se mencion6 en la descripcion de la metodologia, para la preparacion de los
derivados biorreversibles, objetivo de este trabajo, fue necesario sintetizar al compuesto Alfa.
Para ello se partio del éter 4-cloro-5(-naftiloxi)-2-nitroanilina (1). EI primer paso fue la reduccion
del grupo nitro con cloruro estannoso. El éxito de la reaccion dependi6 del eficiente manejo de las
sales de estano, el rendimiento fue superior al 90% cuando las sales de estafio se precipitaron a
pH 9-10. La obtencion de la o-feniléndiamina Il también se realizo ulilizando como agente
reductor hierro pulverizado; se utilizaron 4 equivalentes de hierro pulverizado y 2.5 equivalentes
de acido clorhidrico concentrado. El tratamiento posterior de la mezcla de reaccién fue
exactamente el mismo que al usar cloruro estannoso. Sin embargo, la remocion de los 6xidos de
hierro fue operativamente mas sencilla, aunque la coloracion roja que éstos le dan al producto,
fue muy dificil de eliminar, a costa del rendimiento. Trazas de 6xidos de hierro aparecieron
incluso en el compuesto Alfa, cuando éstos no se eliminaron a tiempo, por lo que esta ruta se

desecho como alternativa.
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La ciclocondensacion de Il para obtener del anillo de 2-mercaptobencimidazol, lll, se realizd

mediante la formacion del intermediario reactivo xantato de etilo, producto de la reaccion entre el
hidroxido de potasio, el etanol y el disulfuro de carbono presentes en el medio de reaccion. Este

intermediario, al reaccionar con la diamina Il, formé el compuesto II:

8 CH
a s
(‘\ sK' ;M o ) JJ\
§=C=$ H—0" TP . PN -
— 10 _ s K‘ - S K —— HiC (o] S K
) : Qo +
Ho K’ HyC.__OH $ OH W H,0

Figura 10: Formacién del intermediario xantato de etilo.

Cuando se afiadié agua (15-40%) a la mezcla de reaccion, ésta fue mas lenta, pero el
rendimiento fue mayor. La cantidad de disulfuro de carbono no debe excederse de lo calculado,
ya que de ser asi, se obtiene un producto color rojo ladrillo. Cuando esto sucedi6, hubo que

decolorar el tiol con carbén activado en medio alcalino

Finalmente, el compuesto Aifa se obtuvo por mietilacion con yodometano en medio alcalino
lo que favorecid la formacién del anién del azufre, nucleéfilo de la reaccién. En esta reaccion fue
muy importante el control de la temperatura y de los equivalentes de reactivos de lo contrario se
corre el riesgo de obtener dos compuestos dimetilados isoméricos, producto de la metilacion en

el nitrégeno bencimidazélico.

La calidad del producto dependié mucho del 2-mercaptobencimidazol usado como materia
prima. La identidad del compuesto obtenido se llevé a cabo por comparacion con una muestra de
referencia y por técnicas espectrométricas y espectroscopicas. La variabilidad en el punto de
fusién se debié a la presencia de polimorfismos en el compuesto ya que se obtuvo como un
polvo. Las constantes espectrosc/épicas del compuesto Alfa se enlistan mas adelante en la tabla

14.

En espectro de Infrarrojo se identificaron las bandas caracteristicas de algunos grupos
funcionales de la molécula: EI NH del bencimidazol (3300 cm-!), los sistemas aromaticos (3052,
1595 y 1504 cm-t) y el éter aromatico entre el bencimidazol y el naftilo (1258 y 1156 cm-'). En el

espectro de masas se comprobé el peso molecular de 340 m/z, ademas de observarse el ion
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342, que denota la presencia de cloro en el compuesto por la relacion isotopica del mismo.
Finalmente, en el espectro de RMN 'H se presenté un singulete que integré para 3 hidrogenos a
2.667 ppm indicativo de la presencia del grupo 2-metiltio; los dos singuletes del anillo de
bencimidazol se encontraron en 7.221 ppm, el Hs y 7.685 ppm el Hy. El proton del nitrdgeno

aparecio como un doblete intercambiable con agua deuterada en 12.700 ppm.
5.1.2. Sintesis de los derivados biorreversibles ARM-1-7

Los derivados biorreversibles se sintetizaron segun los esquemas 2, 3 y 4 propuestos en la
metodologia. En la tabla 13 se enlistan las propiedades fisicas y rendimientos obtenidos de los
compuestos ARM-1 a ARM-10.

Tabla 13. Propiedades de los compuestos ARM-1-10

Compuesto  P. M. Rend(ir)iento Punto((jg)fusién R, Sistema*
ARMA 41289 833 71401 OO0
ARM-2* 41289 366 14851568 (oo M
ARM-3 47093 738 15091615 0202 IV
ARM-4 49804 : Nd 0333 Vv
ARM5  504.00 i Nd N -
ARM-6 44197 ! Nd 00 i
ARMT 45596 260 1B12187() ey
ARM8 37085 903 945978 0263
ARM 38930 372 Nd v
ARM-10 44734 778 1388(0)  gaep I
Nd: No determinado (d): descomposicion

*: Ver Pag. 33 para la composicion de los sistemas de elucion.
**: Mezcla de ARM-2 con Alfa acetilado.

Para la identificacion estructural de los compuestos obtenidos, se realizaron experimentos de

espectrometria y espectroscopia, cuyos resultados se enlistan en la tabla 14:

oy
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Tabla 14. Identificacion espectrométrica y espectroscopica de los compuestos Alfay ARM-1-1038-40

Compuesto

Método analitico y senales

Espectro IR (KBr) (cm):
Metilos y metilenos: 2928.7, 1390.7, 1459.3, 1415.41.
Sistema aromatico: 3052.5, 1595.9, 1504.7, 763.7.
Eter aromatico: 1257.8, 1156 4.
NH: ~3300, 1019.9, 867.8
Espectro de Masas (IE/D) (m/z):
340 (M*, 100%), 342 (M*++2, 38%), 305 (M+-35, 31%), 290 (M+-50, 26%)
Espectro RMN 'H (TMS, DMSO-ds) (ppm):
ggg Eg ‘;’: ﬁzﬂ)i S) 7.685 (s, 1H, Hr);
' P 7.896 - 7.927 (m, 1H, Hs);

7.221 (s, 1H, Ha); 3 \
7.314 (t, Js= 1.2Hz, Jo= 9.3Hz, 1H, Hy); ?21 %0 (3'2113 (|r:t BH’OH&)H_)_
7.527 - 7.601 (m, 3H, HeHg,Hr); et i

Espectro IR (KBr) (cm™):

Metilos y metilenos: 2997.8, 2024 .8, 1469.7, 1446.2, 1372.8.
Sistema aromatico: 3049.6, 1585.8, 1506.4, 773.1.

Eter aromatico: 1258.0, 1148.5.

Ester carbamico: 17485, 1201.9.

W %, Espectrode Masas (FAB) (m/z):
TN 413 (Me+1, 80%), 414 (M-+2, 45%)
W Espectro RMN 'H (TMS, CDCI:) (opm):
ARM-1 1.229 (t, J= 7.2Hz, 3H, CHa-CH; b); 4.397 (¢, J=7.2 Hz, 2H, CH3-CH2z b);

isbmeros ay b 1.558 (1, J= 6.9Hz, 3H, CH3-CH; a); 4.604 (c, /= 7.2 Hz, 2H, CH3-CH; a};
2640 (s, 3H, CHy-S, a); 6.754 -8.324 (m, =18H, He, Hy, Ha, Ha, He.,
2714 (s. 3H. CHy-S. b) Hs, Hs, Hr y Hy: a y b).
Espectro IR (KBr) (cm'):

HyC

Alfa acetilado (b)

cH,

Metilos y metilenos: 2925.6, 1448.4, 1388.9.

Sistema aromatico; 3109.9, 1595.4, 1506.0, 775.2.

Eter aromatico: 1258.8

Ester: 1718.5,1240.1, 1149.1.

Espectro de Masas (IE/ID) (m/z):

412 (M*,53%, a), 382 (M+, 84%, b), 353 (M*-59, 4%, a), 340 (M*-72, 67%), 305 (M*-107,

48%).
Espectro RMN 'H (TMS, DMSO-ds) (ppm):
2088 (5,31, CtyCOOR ) 7415 5, H, Ho b):
Pl s bon) 7.348 - 7.454 (m, 2H,Hy, a y b);

715(s, 3H,CHy-S, bo a) 7.566 ~7.773 (m. 6H, He, Hy, Hr- a y b):
2855 (5. 3H, CHy-CON, b): TS T
6.138 (s, 2H, CH>OCOR, a); 7.941-8.017 (m, 2H, Hs, ay b);

6.627 (dd, Ji= 0.9Hz, J= 7.5Hz,1H, Hz  b);
6.775 (dd, Jr= 0.6Hz, Jo= 7.8Hz 1H, Hz - a):
7.340 (s, 1H, Ha ,a);

8.044 (s, 1H, Hy, b);
8.169 (m, 2H, Hg, 2 y b).
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Tabla 14. ldentificacion espectrométrica y espectroscdpica de los compuestos Alfay ARM-1-10 (Continuacién)

Espectro IR (KBr) (cm™"):

Metilos y metilenos: 2929.2, 2723.8, 1446 4.
Sistema aromatico: 3050.3, 1596.3, 1504 .8, 770.2.

Eter aromatico: 1258.4.

Ester: 1748.3, 1203.0, 1134.3.

Acido carboxilico: 3414.2, 1727.0, 1391.9, 1230.0.

Espectro de Masas (FAB) (m/z):

471 (M*+1, 25%), 470 (M*, 10%), 341 (M*-129, 100%), 340 (M*130, 42%).
Espectro RMN 'H (TMS, DMSO-ds) (ppm):
2.549 - 2.613 (m, 4H, -(CH2)2-COzH);

2.830 (s, 3H, CHs-S);

3.000 - 4.000 (sa, 1H, inl. D20, COOH);
6.120 (s, 2H, CH>OCO-R);

6.707 (d, Ji= 7.5 Hz, 1H, H);

7.382(t, Ji= 7.8 Hz, 1H, Ha);

7.550 (s, 1H, Ha);

7.768 (s, 1H, Hy);
7.953—7.985 (m, 1H, Hs);
8.350 - 8.383 (m, 1H, Hg).

7.574 -7.664 (m, 3H, HeHe,Hr):

Espectro de Masas (FAB) (m/z):
493 (M*-4, 10%), 341 (M*-156, 32%)

Espectro de Masas (FAB) (m/z);

ARM-5 ter-boc:
604 (M1, 18%), 603 (M*, 11%), 341(M*-262, 32%)

ARM-5:
506 (M*+3, 3%), 504 (M*+1, 3%), 341 (M*-162, 100%)

Espectro IR (KBr) (cm!):

Metilos y metilenos: 2933.2, 1453.2, 1390.2.

Sistema aromatico: 3051.3, 1585.9, 1485.7.

Eter aromatico: 1259.2, 1150.7. .~

Ester carbamico: 1738.1, 1229.7, 1197.5.

Amina trisustituida: 3430.7, 1098.3.

Espectro de Masas (FAB) (m/z):

455 (M*, 10%), 457 (M*+2, 6%), 385 (M*-70, 25%), 341 (M*-114)
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Tabla 14. Identificacion espectrométrica y espectroscopica de los compuestos Alfay ARM-1-10 (Continuacién)

Espectro IR (KBr) (em):
Metilos y metilenos: 2873.0, 1459.7, 1391.4,
Sistema aromético: ~3000, 1596.0, 1574.5, 1505.5.
Eter aromatico: 1259.3, 1158.2.

OO Alcohol: 34721, 1055.9, 1334.4, 770.9.
Espectro de Masas (FAB) (m/z):

jC[”\ . 371 (M+1,100%), 341 (M*-29, 62%)
o f w, Espectro RMN 'H (TMS, Acetona-ds) (ppm)

J R

ARM-8 570 (0 9 OHOH al: 75574 7,655 (m, 6H, He, Hs, Hr a y by;
isomerosayb  9-979(s, 2H, CH,-OH, a); 17588 .t
5669 (s, 2H. CHOH, b). 7S )
5.909 (da, 2H, int. D20, OH a y b); 768 (s, 1H, H b);

7.944 -7987 (m, 2H Hs a y b);
6.633 - 6.692 (m, 2H, Hz. a y b); b aos Em e ayy b))
7.336- 7.405 (m, 3H, Hea Hy a y b); : 404 (m, 2H, .

o % Espectro de Masas (IE/ID) (m/z):
cm ‘o, 388 (M*,100%), 390 (M*+2, 75%), 353 (M*-35, 20%), 340 (M+-48, 20%).

Espectro IR (KBr) (cnr1):
Metilos y metilenos: 2930.4, 1390.4, 1448.3.
Sistema aromatico: 3055.2, 1609.5, 1505.9, 771.2.
Eter aromatico: 1258.5, 1155.7.
O Ester carbamico: 1753.8, 1229.4.
Espectro de Masas (IE/ID) (m/z):
ﬁ“\%s 446 (M*,100%), 448 (M*+2, 77%), 411 (M*-35, 28%), 340 (M+-106, 48%).
o v v, Espectro RMN 'H (TMS, DMSO-ds) (ppm):
7.354 (s, 1H, Ha),

/?En/n:; 2,597 (d, 3H, CHy-S), 7.399 (t, 1H, Hs),
4102 (t, J=51Hz, 2H, CHCH,-0C0),  7.568 - 7.606 (m, 3H, He, He, Hr),
4.754 (t, J= 4.8Hz, 2H, CHz-Cha-Cl), 7.967 - 7.998 (m, 1H, Hs),

6.736 (dd, J= 7.5Hz,=09 Hz, 1H, Hz ),  8.126 (s, TH, Hy),
8.168 - 8.200 (m, 1H, Hg).

5.1.2.1.  Sintesis del derivado tipo N-alcoxicarbonilo ARM-1

Para obtener el compuesto ARM-1 se realizo |a acilacion directa del compuesto Alfa con el
cloroformiato de etilo,*! utilizando como base la trietilamina. Este compuesto se obtuvo como
mezcla de isdmeros debido a la tautomeria presente en un bencimidazol asimétrico como lo es
el compuesto Alfa. La adicion del cloroformiato a la mezcla de reaccion se realizé en frio para

(-:;Vii'ar-’su descomposicion. E! producto se aisl6 de la mezcla de reaccion por lavados con éter
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isopropilico para evitar la hidrélisis del mismo ya que mostré ser labil frente a los disolventes

préticos como el agua.*2

ARM-1 tuvo un punto de fusién menor al del compuesto Alfa, siendo este cambio de 36°C
aproximadamente, lo que sugiri6 menores interacciones intermoleculares. Este cambio en la
estructura se observo en el espectro de infrarrojo por la ausencia de la banda de NH del
bencimidazol y aparicién de las sefales del éster carbamico (1748 y 1201 cmt). En
espectrometria de masas se observé el ibn 413 m/z (recuérdese que por la técnica de FAB, se
observan los iones mas una unidad) concordante con el peso moIecul.ér del compuesto mas una
unidad. El espectro de RMN 'H mostro6 duplicidad de las sefiales debido a la mezcla de isdmeros.
Los dos tripletes a 1.229 y 1.568 ppm y los dos cuartetos en 4.397 y 4.604 ppm corroboraron la
presencia del grupo 1-etoxicarbonilo de ambos isémeros. La regiéon aromatica del espectro

conservo las sefiales presentes en el espectro del compuesto Alfa.
5.1.2.2. Sintesis del hemiaminal intermediario ARM-8

Para la obtencién de los derivados biorreversibles ARM-2 - 6 se utilizo como materia prima el
N-hidroximetil bencimidazol (ARM-8). Este es el hemiaminal generado por la reaccion entre
formaldehido* y el compuesto Alfa. En todos los casos, el formaldehido se afiadio al medio de
reaccion en exceso y el producto se lavo con formaldehido al 4% para evitar la reaccion inversa
(hidrolisis). También se probd la reaccién utilizando paraformaldehido disuelto en agua, con

resultados similares.

0 N + HCHO — =~ o N
I O,
al : CH, Cl ) 3
HO
Figura 11. Equilibrio de formacion del hemiaminal ARM-8.
Por medio del método descrito fue como se logré aislar ARM-8 para su identificacion y

caracterizacion. Otros métodos ensayados consistieron en el uso de paraformaldehido en

tetr@hidrofurano,* piridina y formaldehido,*® formaldehido en metanol*® o etanol.4’ Sin embargo,
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la dificultad para determinar el punto final de la reaccién, por la similitud en R¢ entre ARM-8 y
compuesto Alfa, hicieron inviables estos métodos, debido a que los productos obtenidos tuvieron
cantidades considerables de compuesto Alfa. Cuando se intentd purificarlos, se provoco la
hidrdlisis.

En este caso, la disminucién en el punto de fusion fue mas dramatica, (88°C). Una vez
aislado el compuesto ARM-8, se identificd por medio de los espectros de IR, RMN y masas. En el
espectro de Infrarrojo se conservan las sefiales para sistemas aromaticos y éteres aromaticos
observados en el compuesto Alfa, pero se observo la desaparicion de las sefiales del nitrogeno
protonado y aparecieron las del alcohol (3472, 1334 y 771 ¢cm-!), confirmandose asi el cambio en
la estructura quimica. En el espectro de masas, los iones 371 m/z y 373 miz (M* y M*+2),
confirmaron el peso molecular del compuesto ademas de la presencia de cloro. Por ultimo, en el
espectro de RMN 'H se observé duplicidad de las sefales, por tratarse de una mezcla isomérica,
los singuletes en 5.579 y 5.669 ppm, correspondieron a los dos hidrégenos de cada metileno en
la posicién 1 asi como Lina banda anché intercambiable con D,0 en 5.909 ppm correspondiente

al hidroxilo para ambos isémeros.
5.1.2.3. Sintesis de los derivados tipo N-aciloximetilo ARM-2 a 5

Para formar los compuestos ARM-2 - ARM-5, el hemiaminal ARM-8 se hizo reaccionar con
intermediarios reactivos provenientes de los acidos carboxilicos correspondientes. ARM-2 y
ARM-3 se obtuvieron al hacer reaccionar ARM-8 con los anhidridos correspondientes, mientras
que para ARM-4 y ARM-5 se buscd su obtencién por reaccion de ARM-8 con los derivados
imidazélidos de los acidos carboxilicos correspondientes tratados con 1,1-carbonildiimidazol
(CDI). A continuacion se discute brevemente la preparacion y las dificultades que se tuvieron

para la obtencion de los compuestos ARM-2 a ARM-5.
5.1.2.3.1. Sintesis del derivado tipo N-aciloximetilo ARM-2

Para obtener ARM-2, se utilizd anhidrido acético en piridina y cloroformo, obteniéndose una
mezcla de cuatro compuestos: dos isémeros que correspondieron al compuesto Alfa acetilado en

posicion 1y dos isémeros que correspondieron a ARM-2. Los derivados N-acetilados se trataron
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de eliminar mediante lavado continuo con éter isopropilico, afectando de manera importante el
rendimiento de ARM-2. La formacion de estos compuestos N-acetilados se puede explicar por
dos factores: la cantidad de compuesto Alfa presente ab initio y la descomposicion parcial de
ARM-8 en compuesto Alfa.#” También pudo deberse a la mayor nucleofilia del nitrdgeno del
bencimidazol en contraste con la del oxigeno del grupo hidroxilo, ésto hizo que el anhidrido
reaccionara primero con el nitrégeno, formando dos productos: los acetilados del compuesto Alfa

y los ésteres del hemiaminal.

v

0 Alfa
00 Alfa acetilado
0 ARM-8
O [ Reaccion a 0.25 h.
¢ 0000 Reaccion a 24 h.
060 Producto final

Figura 12. CCF esquemaética del comportamiento de la reaccién para obtener ARM-2 (Sistema li).

Con respecto a la identificacion, el espectro de Infrarrojo conservd las sefales de sistemas
aromaticos y éter aromatico, presentandose las sefiales de éster (1718, 1240 y 1149 cm'); en
espectrometria de masas se observd el idn molecular en 412 m/z ademas del fragmento 353 m/z
correspondiente a la pérdida del acetiloxi, denotando la presencia de ARM-2, pero también se
observd un pico, que fue el mayoritario, en 382 m/z que delato la formacion del Alfa acetilado.
Finalmente en RMN 'H se observo la mezcla de los compuestos, presentandose sefiales en-
2.088 ppm correspondiente a los hidrogenos del acetilo de un isomero de ARM-2 y a 2.855 ppm
correspondiente a los hidrogenos del acetilo de Alfa acetilado, en 6.138 ppm una sefal que
integro para 2 hidrdgenos correspondiente a los hidrogenos del metileno en ARM-2, y de 6.627 -
8.169 ppm una seflal mdltiple que correspondi6 a los hidrégenos arométicos de ambos

compuestos.
bt
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5.1.2.3.2. Sintesis del derivado tipo N-aciloximetilo ARM-3.

ARM-3 se obtuvo al hacer reaccionar al hemiaminal ARM-8 con anhidrido succinico recién
preparado®® con buenos rendimientos. Igual que en los casos anteriores, los lavados de éter

contribuyeron a la remocién de compuesto Alfa y posiblemente a la de uno de los isémeros.

Este compuesto tuvo un punto de fusién ligeramente menor que el del compuesto Alfa. En lo
que concierne a la identificacion del compuesto, el espectro de Infrarrojo conservé las sefales de
sistemas aromaticos y éter aromatico, presentandose las sefiales de éster (1748, 1202 y 1134
cm) y de acido carboxilico (3414, 1727, 1392, y 1230 cm-"). En espectrometria de masas se
observé el i6n 471 m/z, concordante con el peso molecular del compuesto mas una unidad, y en
RMN 1H se observo sdlo uno de los isomeros de ARM-3 con sefales multiples de 2.549 a 2.613
ppm correspondientes a los hidrégenos de los metilenos del succinato, una sefial intercambiable
con D20 en 3-4 ppm correspondiente al hidrégeno del hidroxilo del acido, un singulete en 6.120

ppm corrgspondiente a los hidrégenos del.puente.de-metileno, y sefiales de entre 6.695 y 8.283

ppm que corresponden a los hidrégenos aromaticos.
5.1.2.3.3. Sintesis de los derivados tipo N-aciloximetilo ARM-4 y 5

La obtencion de ARM-4 y ARM-5 se buscé mediante la formacion de ésteres por medio de la
condensacion de un acido carboxilico y un alcohol usando CDI como agente acoplante.®. 50 E|
acido 3-(N,N-dietilamino)propidnico se traté con CDI y el intermediario imidazoélido resultante se
hizo reaccionar con el alcohol ARM-8 para obtener ARM-4. De [a misma manera se tratd el 4cido
4-{ter-butoxicarbonil)aminometilbenzoico, previamente sintetizado,?® para obtener ARM-5terboc,
éste finaimente se desprotegid para obtener ARM-5. En ambos casos se logré la formacion
exitosa del intermediario reactivq el acido carboxilico correspondiente (imidazolido). El problema -
con este método, y como lo muestra la figura 13, es la formacion de 2 moles de imidazol por cada
mol de éster como producto secundario y su eliminacion conllevd a la destruccion de los
compuestos ARM-4 y ARM-5. No obstante, en muestras tomadas de crudos de reaccion vy
analizadas por espectrometria de masas fue como se identifico a los productos ARM- 4 y ARM-
Sterboc.

E T B
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[

s Ry
Ry ARM-4r "™
ARM-Sterboc I o
e i
o

QX

Figura 13. Mecanismo de accion del 1,1-carbonildiimidazol con acidos carboxilicos para formar ésteres5!.

En el caso de ARM-4 no se observo el ion molecular (497 m/z) pero si M~4; la formacion de

este ion molecular puede explicarse por el siguiente rearreglo:

N
\\IB Q 493 m/z 340 m/z

Figura 14. Fragmentacion propuesta para el compuesto ARM-4 en espectrometria de masas

Para ARM-5, primero se comprob6 la formacion del éster intermediario ARM-Sterboc por
medio del espectro de masas, en la modalidad FAB, mostro un i6n de 603 m/z (ver espéctro
A.1.17, pag 91). Con la certeza de habér obtenido el éster, se procedio a la desproteccion de la
amina con éci@o clorhidrico concentrado en éter, formandose un sélido que despues de su
analisis espectrométrico resultd ser sélo compuesto Alfa y trazas del compuesto ARM-5, por lo
que no fue posible aislado (ver espectro A.1.16, pég. 90). Se exploraron otros métodos de

desproteccions? pero todos los utilizados causaron la destruccion de ARM-5.

A pesar de estas desventajas, fue el mejor método encontrado para la formacion de estos

compuestos. A continuacién en el esquema 6 se describen algunos métodos que se exploraron.
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Para el estudio se utilizaron, como é&cidos modelo, el &cido benzoico y el &cido 2-(4-

metoxi)fenilacético, ademas de los &cidos precursores de ARM-4 y ARM-5:

Donde: R,

Ry Acidos modelo ‘ RJJ\ A~ + Alfa
)J\ + ARM-8
CH3+ ARM-8 N

A: Cl-CH2zS02Cl 52.%4; B: 1) SOCl2, 2) ZnClz, (CH20)0%; C: 1) CH3-S-CH2-Cl, 2) S02Cl2%; D; SOCl2*%; E: CH3O-CO-Cl 57
F: R2COCH, (CH20)n 53, G: Cl-CH2-Br %8, H: (CH20)n, Mes-Si-Cl 80

Esquema 6. Alternativas para la obtencion de ARM-4 y ARM-5terboc.

Las estrategias propuestas en estos métodos se pueden dividir en tres: obtener un éster o
derivado de acido intermediarios para reaccionar con el bencimidazol (rutas A, B 'y C) o con el
hemiaminal (rutas D y E) del bencimidazol; la reaccion de Mannich (ruta F); y obtener
intermediarios provenientes del hemiaminal del bencimidazol (rutas G y H) para dar compuestos

tipo N-aciloximetilo. A continuacion se describen los resultados obtenidos.

.~ Método A: Se busco la sintesis del clorometil éster haciendo reaccionar el acido benzoico con
bromoclorometano en medio basico, lograndose lnicamente la formacion de un diéster
{comprobado-por espectrometria de masas, ver espectro A.1.29, pag. 103). Entonces se procedio
a activar al bromoclorometano con &cido clorosulfénico formando al clorosulfato de clorometilo, lo
cual implicd usar grandes cantidades de materia prima para obtener rendimientos muy bajos de
este clorosulfato. Este se hizo reaccionar con el 4cido carboxilico para formar el clorometil éster,
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pero sblo se favorecié la formacion del diéster del acido, comprobado por CCF. Este diéster fue

muy estable a los ataques nucleofilicos, incluso con bases fuertes, por lo que no reacciono.

Método B: La formacién de cloruro de acido de la 3-(N,N-dietil)amino-B-alanina, del &cido 2-
(4-metoxi)fenilacético y del acido p-(aminometil)benzoico con cloruro de tionilo no se llevd a cabo
en su totalidad, ya que los &cidos se carbonizaron parcialmente. Cuando se utilizé cloruro de
benzoilo si se formo6 el clorometil éster pero también se favorecio la formacion del diéster del
acido, que en CCF se mostrd como el producto mayoritario. Intentos de reaccién con el acido

fenilacético, sin formar el cloruro de acido, no procedieron.

Método C: El uso de clorometil metil tioéter, bajo las condiciones de reaccion
recomendadas, formé totalmente al diéster benzoico, comprobado por CCF y por la formacion
de sulfuro de metilo facilmente detectable. Al afiadir el cloruro de sulfurilo se origind la hidrélisis

total del diéster.

Método D: La formacién de cloruro de acido de la 3-(N,N-dietil)amino-B-alanina, del &cido 2-
(4-metoxi)fenilacético y del acido p-(aminometil)benzoico con cloruro de tionilo no se llevé a cabo
en su totalidad, ya que los acidos se carbonizaron parcialmente. Al agregar ARM-8 se form¢ una
mezcla de productos, similar a la formacion de ARM-2, solo que en este caso fue imposibie

separar el compuesto de interés. Esta misma situacion se presenté al afiadir cloruro de benzoilo.

Método E: Se formé el carbonato intermediario de la misma manera que se obtuvo ARM-1y
ARM-10; sin embargo al agregar ARM-8 con hidruro de sodio 0 metoxido de sodio se provoco la
hidrolisis de ARM-8, ademas de que di6 una serie de compuestos (observado por CCF). Por otra
parte, al afadir unicamente ARM-8 sin formar el alcoxido, no se observé reaccion después de 24

h.

Método F: La reaccion de Mannich tiene la gran desventaja de que se forma una mezcla
compleja de productos;® a partir del mezclado del bencimidazol, el &cido y el formaldehido, pudo
haber dado dimeros del bencimidazol como del acido aparte del N-aciloximetil-bencimidazol. Al

principio y en condiciones moderadas (reflujo de acetona) por CCF nunca se vié consumo de las

3
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materias primas, y cuando esta mezcla se sometio a reflujo en DMF, resultd en una mezcla

compleja.

Método G: Al hacer reaccionar al bencimidazol con bromoclorometano y potasa se formaron
varios productos, donde pudo identificarse por CCF la formacion de ARM-8 y ARM-9. Pero estos
productos estaban en muy pequefia proporcion y el compuesto mayoritario fue el dimero del

compuesto Alfa.

Método H: La reaccion se llevd a cabo parcialmente en la suspension formada por el
compuesto Alfa, el paraformaldehido en THF y clorotrimetilsilano, por lo que este crudo de
reaccion se utilizé asi para formar los compuestos N-aciloximetilo. Al cambiar a DMF para

provocar la disolucién se formaron una serie de productos visibles en CCF.

Adicionalmente, en los ultimos dos métodos se necesito de una base fuerte para que se
llevara a cabo la reaccion del carboxilato con el compuesto clorometilado, condiciones que
. provocaron la destruccion de éste Ultimo con poca o nula formacion de producto, o que el
disolvente (DMF) reaccionara con el bencimidazol (comprobado por espectrometria de masas y
RMN 1H, ver espectros A.1.30 y A.1.31, pags. 104 y 105).

5.1.2.3.4. Sintesis del derivado tipo N-aciloximetilo ARM-6

Se busco la obtencion de ARM-6 a través de una sintesis tipo Williamson para éteres,'. 62, 63
aprovechando los conocimientos previamente obtenidos con la sintesis de ARM-9 y compuestos
similares descritos en los métodos G y H de la seccion anterior. Los compuestos utilizados para

la obtencién de ARM-6 se muestran en la figura 15.

é (l:H © N
3
3 =
S \
N A cl N CHs,
> H30\ >
X: Cl-, I, MeSO,- x_  ARM-9 N ©  ARMS
/7

HaC

Figura 15: Método de obtencién de ARM-6.
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Se buscd que un alcoxido (proveniente del 2-Dimetilaminoetanol) reaccionara con el

compuesto ARM-9, teniendo éste dltimo un buen grupo saliente. Inicialmente se intento la
sustitucién de un grupo hidroxilo presente en ARM-8 por un yoduro,% pero debido a la
insolubilidad del hemiarninal en disolventes no polares utilizados en esta sustitucién no se obtuvo
el yodometilo. Se pretendio tener otro buen grupo saliente y se realiz6 la sustitucién por un
metilsulfonato del hemiaminal ARM-8 (mesilato),*® pero se formé el dimero de compuesto Alfa
(694 m/z, ver espectro A.1.25, pag 99), quiza por la alta reactividad del mesilato formado que
reacciond con el compuesto Alfa presente, proveniente de ARM-8. Finalmente, se opt6 por la
formacion del compuesto ARM-9 (con cloro) por medio de la sustitucidn del grupo hidroxilo por
cloruro con cloruro de tionilo;*: 85 sin embargo, en este caso también se hallé el dimero de
compuesto Alfa, en un 50%, con respecto a la formacion del compuesto ARM-9, comprobado por

la espectrometria de masas con la que fue identificado tanto ARM-9 como el dimero de Alfa.

El crudo de reaccion se hizo reaccionar con el alcoxido de la N,N-dimetiletanolamina
apropiamente formado con hidruro de sodio. Después del tiempo de reaccion se identifico
mediante CCF la presencia de un compuesto ademas del compuesto Alfa, que al revelarse con
yodo, mostré la presencia de una amina. Dicha mancha desaparecié antes de que se pudiera
mandar a espectrometria de masas, por lo que no se pudo comprobar siquiera la existencia de
ARM-6.

5.1.2.3.5. Sintesis del derivado tipo N-alcoxicarbonilo ARM-7

ARM-7 se obtuvo a través de la sustitucion de cloro por amina® en el compuesto

intermediario ARM-10 el cual se preparé por acilacion directa con buen rendimiento (77.8%).

El punto de fusién de ARM-10 fue menor que el del compuesto Alfa. En el espectro IR se
observaron las sefiales representativas del"é:ster carbamico (1754 y 1156 cm'*) conservandose
las sefiales presentes en el compuesto Alfa. l.a comprobacion del pesb molecular del compuesto
(446 m/z) se realiz por espectrometria de masas. Y en el espectro de RMN *H se observaron las
sefiales para los metilenos del grupo 2-cloroetoxicarbonil a 4.102 ppm y 4.754 ppm; en este caso

no se observo la mezcla isomérica.
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Una vez obtenido ARM-10 y debidamente aislado e identificado, se procedio a la sustitucion

nucleofilica del cloro por la dimetilamina, la cual llevd mucho tiempo de reaccion lo que provoco la
hidrolisis de alrededor del 50% del compuesto ARM-10. Los procedimientos de separacion de
ARM-7 del compuesto Alfa fueron infructuosos, por lo que se prefirid Unicamente formar el .
clorhidrato del producto restante mediante el burbujeo de cloruro de hidrogeno. El punto de
fusion del producto obtenido no cambid significativamente con respecto al del compuesto Alfa,
debido a la cantidad del mismo presente. Aislado, se obtuvo el i6n de 455 m/z por espectrometria
de masas coincidente con el peso molecular del compuesto; y por infrarrojo se observan las
sefiales presentes en el compuesto ARM-10 adicionalmente de la sefial de NH de bencimidazol

(3431 y 1098 cm), comprobando la presencia de Alfa en el compuesto ARM-7.

52. Evaluacion de la estabilidad in vitro y solubilidad de los derivados

biorreversibles

Siguiendo el Procedimiento Experimental se evalud la estabilidad de los derivados
biorreversibles obtenidos y aislados, y posteriormente se determiné la solubilidad del compuesto

que presenté estabilidad en solucion.
5.2.1. Estabilidad ante la hidrélisis in vitro

Bajo el esquema planteado en el Procedimiento Experimental“2 67. 8 se evalué la estabilidad
de los compuestos ARM-1, ARM-2, ARM-3 y ARM-7, (nicos compuestos que se lograron
obtener, en disolventes polares apréticos como el acetonitrilo y préticos como metanol y agua. En
todos los casos se observo la presencia de compuesto Alfa desde el inicio del muestreo por lo
que el método usado no permitid deterrninar de manera cuantitativa la concentracion de los

compuestos evaluados (para cromatogramas representativos, ver Apéndice pags. 106-108).

Para definir el ofden de la cinética de degradacion de cada compuesto en el medié indicado y
obtener la constante de velocidad correspondiente, se ajustaron los datos de la relacion de areas
obtenidas a los diferentes modelos (ver Antecedentes pag. 23). Se considerd como modelo méas
adecuado aquél que presento el mejor ajuste lineal. El tiempo de vida media se calcul6 con la

ecuacién correspondiente al modelo seleccionado.
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Los resultados obtenidos se muestran en las siguientes tablas:

Tabla 15. Comportamiento de ARM-1 en acetonitrilo

t(min)  AwwidAs  %ARM-12  Awnw/A,  %ARM-1D

0.0 3.9838 83.41 4.2584 82.08
19.6 4.8041 100.58 5.2032 100.27
396 51348 107.50 5.6165 108.24
59.2 4.6810 98.00 5.0272 96.88
100.4 5.1651 108.14 5.6956 109.76
175.8 47592 99.64 52116 . 10044
2235 4.9068 102.73 5.3094 102.32
X 47764 5.1890
Sx 0.3947 0.4735
%CV 8.3% 9.1%
X: media Sx: desviacién estandar %CV: coeficiente porcentual de vanacion

Como se observa en la tabla 13, el compuesto ARM-1 en acetonitrilo presenté una
estabilidad®” relativa durante el tiempo de evaluacién por lo que fue posible calcular un promedio
de la relacion ARM-1/Alfa; el coeficiente de variacion del isomero a fue de 8.3% y del b 9.1%, por

lo que ambos se consideraron estables durante el tiempo de muestreo.

Tabla 16. Comportamiento de ARM-1 en metanol

t (min) Asru.a/A,  %0ARM-ta  1/%ARM-1a  Amw.w/A,  %ARM-1b  1/%ARM-1b

0.0 3.3428 100.00 0.0100 5.3315 100.00 0.0100
238 0.8425 25.20 0.0397 1.3384 2510 0.0398
451 0.2641 7.90 0.1266 0.8573 16.08 0.0622
66.7 0.3067 9.18 0.1090 0.5386 10.10 0.0980
102.3 0.2102 6.29 0.1590 0.2745 515 0.1942
120.2 0.1292 3.86 0.2587 0.2155 4.04 0.2474
m 0.00182 m 0.00198
b 0.00821 b -0.00962
r? 0.8950 r2 0.9628
tir2 (min) 6.46 tia (min) 14.94

En metanol si se observaron cambios mayores al 10%, por lo que los datos se ajustaron a una
cinética de hidrdlisis. La mejor correlacion se ajusté a una cinética de segundo orden (r?&‘ 0.895
para el isémero a y r2=0.962 para el isomero b). El isomero b fue el mas estable de los dos ya
que su-tp fue 2.3 veces mayor que el del isémero a.; las diferencias entre los dos isémeros
pueden radicar en el efecto estérico que tiene el grupo naftilo sobre el sustituyente afiadido,
siendo este efecto mayor en el isémero que guarda una relacion 1-6 con el grupo naftilo que el
isémero 1-5.
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Tabla 17. Comportamiento de ARM-2 en acetonitrilo

t(min) A/A,  %acl Asrm2a/Ay %ARM-2a

00 17.0917 101.74 10.0937 95.14
112 16.9804 101.08 10.1185 96.37
218 16.0109 9531 9.5327 89.85
33.0 172700 102.80 10.2942 97.03
1124 19.0127 113.18 12.4576 117.42
2661 14.4294 85.89 11.1592 105.18
X 16.7992 10.6093

Sx 1.5151 1.0473
%CV__ 9.0% 9.9%

Al igual que en ARM-1, ARM-2 en acetonitrilo presentd una estabilidad relativa durante el
tiempo de evaluacion; el coeficiente de variacion del isomero detectado fue 9.9%, por lo que se

considerd estable.

Tabla 18. Comportamiento de ARM-2 en metanal

t (min) Aac/Aq ‘pacl 1/%acl Anzm2d/A,  %ARM-2a  1/%ARM-2a
0.0 16.6292 100.00 0.0100 6.8328 100.00 0.0100
10.7 5.7949 37.08 0.0270 4.9799 72.88 0.0137
227 3.7294 23.86 0.0419 41526 60.78 0.0165
34.2 3.0106 19.26 0.0519 3.1541 46.16 0.0217
50.8 2.0113 12.87 0.0777 1.8594 27.21 0.0367
152.4 1.0158 6.50 0.1539 0.5439 7.96 0.1256
2150 0.7559 4,84 0.2068 0.3215 4.7 0.2125

226.5 0.8122 520 0.1924 0.2691 3.94 0.2539
261.9 0.7401 474 0.2112 0.1800 2.63 0.3796

m 0.00078 m 0.00124
b 0.02277 b -0.01659
r 0.9820 r2 0.9290
tin 3.54 tin 29.50

Al igual que ARM-1, el compuesto ARM-2 presentd degradacion en metanol, donde se ajusto
a una cinética de segundo orden (r2=0.929). Los resultados se muestran en a tabla 18. En este
experimento se detectaron dos compuestos. Luego de analizar su estabilidad y espectro UV (ver
espectros A.2.6, A.2.7 y A.2.8 del Anexo, pags. 108 y 109) cuya comparacion esquematica se
muestra en |a Figura 16, se observd que uno de ellos, el menos estable, era producto de la
acilacion directa del compuesto Alfa que resistio-a la purificacion que se realizd del .compuesto,
como ya se discutié anteriormente. Dicho compuesto tuvo una vida media rhuy corta (b= 3.54
min). Evidentemente, el otro compuesto detectado, el mas estable, es uno de los isomeros de

ARM:-2.
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Compuesto
Compuesto Alfa

Amax
2191
300.5

Figura 16. Comparacion esquematica de los espectros UV de compuesto Alfa, ARM-2 y el Alfa acilado.

Tabla 19. Comportamiento de ARM-3 en acetonitrilo

t (min) AARM.JQIAQ %ARM-3a AARn.abIA‘, %ARM-3b
0.0 0.6447 89.27 0.0156 8943
240 0.7702 106.65 0.0185 105.95
75.7 0.7667 106.18 0.0184 105.48

1131 0.6615 91.60 0.0161 9217
216.3 0.7676 106.30 0.0187 106.97
266.5 0.6186 85.67 0.0131 75.23

X 0.7221 0.0175
Sx 0.0634 0.0015
%CV 8.8% 8.5%

Al igual que en los casos anteriores, ARM-3 en acetonitrilo no presenté una tendencia a

disminuir durante el tiempo de evaluacion, por lo que se consideré estable.

En el monitoreo en agua, tal y como paso6 en acetonitrilo, no se observé que la relacion de

areas tuviera una tendencia a disminuir, por lo que se consider6 estable en medio acuoso. Los

resultados de este estudio se observan en la tabla 20.
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Tabla 20. Comportamiento de ARM-3 en agua

t(min)  AwwswAs  %ARM-32  Amuw/A, _ %ARM-3b

0.0 0.3882 86.87 0.0103 97.85
15.7 0.4888 109.39 0.0136 128.51
30.4 0.4567 102.19 0.0110 103.87
39.0 0.4247 95.05 0.0105 99.54
47.7 0.3933 88.01 0.0105 99.47
56.5 0.4267 95.49 0.0103 97.81
65.8 0.4157 93.03 0.0105 99.69
76.1 0.5078 113.65 0.0114 107.72
76.1 04030 91.52 0.0108 102.05
84.7 0.3907 87.43 0.0105 99.23
933 04412 98.74 0.0110 103.95
101.9 0.4280 95.78 0.0098 92.73
1143 0.4942 110.60 0.0093 87.81
1229 0.4845 108.42 0.0111 104.72
132.3 0.5097 114.06 0.0102 96.06
150.9 0.4906 109.79 0.0084 79.00

X 0.4469 0.0106

Sx 0.0434 0.0011
%CV 9.7% 10.3%

ARM-7, también presenté. degradacion en metanol, .tal como. en el caso de ARM-1. EI mejor
ajuste fue a una cinética de segundo orden, a pesar de su relativamente bajo indice de

correlacion (r2= 0.734 y 0.873). Estos resultados se presentan en la tabla 21.

Tabla 21. Comportamiento de ARM-7 en metano!

t (min) AmmrAs  %ARM-Ta  1%ARM-7"  Asau.n/Aq  %ARM-7b  1/%ARM-7b

0.0 0.7693 100.00 0.0100 0.4107 100.00 0.0100
9.9 0.1249 16.23 0.0616 0.0620 15.10 0.0662
252 0.0487 6.33 0.1580 0.0422 10.26 0.0974
50.6 00374 487 0.2055 0.0405 9.86 0.1014
68.0 0.0310 4,03 0.2481 0.0386 9.39 0.1064
779 0.0281 3.65 0.2738 0.0377 9.18 0.1089
878 0.0281 3.65 0.2738 0.0124 3.01 0.3323
188.3 0.0238 3.09 0.3234 0.0061 1.48 0.6771

m 0.00158 m 0.00343

kY 0.09372 b -0.03007

2 0.7343 12 0.8739
tin 12,62 tin 14 61

En las tablas anteriores se observa que las cinéticas de hidrélisis de los compuestos

evaluados se ajustan de una mejor manera a una cinética de segundo orden.

Los resultados sobre el estudio de hidrélisis in vitro se resumen en la tabla 22 que se muestra
atontinuacion: '
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Tabla 22. Comportamiento en disolventes proticos de los compuestos ARM-1a3y 7

Compuesto Disolvente Orden Ecuacién de velocidad k ti2 (min)

ARM-1a . [y 000182 646

ARM-p  Metanol 2 ¢ e " 000198  14.94

ARM-2a  Metanol  2° S 000124 2950

ARM-3 Agua Estable

ARM-72 1A 000158 1262
° = ki

ARM.7p  Metanol 2 cct 000343 1461

Aunque éste es solo un estudio semicuantitativo, se puede observar que los compuestos de
tipo N-alcoxicarbonilo (ARM-1 y ARM-7, cuyos tiempos de vida media van de 6 a 15 minutos)
son mas inestables que los compuestos N-aciloximetilo (ARM-2, con tiempo de vida media de 30
minutos y ARM-3, estable minimo durante 3 h), aseveracion observable con mayor claridad si se

comparan a los compuestos isoméricos ARM-1y ARM-2 en |as siguientes graficas.

Estabilidad ante la hidrélisis en medios préticos

Isébmeros a
v
vy v
Y‘v
v
9
7 @ ARM-1a (metanol)
a ) ARM-2a (metanol)}
£ v ARM-3a (agua)
8 v/ ARM-7a (metanol)
= ————  Proyeccién ARM-1a
PP Proyecciébn ARM-2a
—————— Proyeccién ARM-3a
—_—— Proyeccién ARM-7a
P ]
v B e .
100 150 200
t (min)

Figura 17. Comportamiento de los isémeros a en medios proticos.
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Estabilidad ante la hidrolisis en disolventes proticos
Isobmeros b

120

100

80

& ARM-1b (metanol)

® ARM-3b (agua)

v  ARM-7b (metanol)
—— Proyeccion ARM-1b
---------- Proyeccion ARM-3b
——— Proyecciébn ARM-7b

% Compuesto
[223
(&)

40

20 -
By _p—— e
0+ T v T J ——
0 50 100 150 200
t (min)

Figura 18. Comportamiento de los isémeros b en medios préticos.

Después de las evaluaciones, y al observar que anicamente el compuesto ARM-3 se mantuvo

estable, se procedié a estimar la solubilidad del mismo en agua.
5.2.2. Solubilidad en medio acuoso

Para la estimacién de la solubilidad del compuesto ARM-3 se utilizé solucion amortiguadora
de fosfatos a pH 7.0 con fuerza ibnica fija de 0.5 M. Debido a que en todas las muestras que se
evaluaron de ARM-3 siempre se observé minima contaminacién por el compuesto Alfa, no se
determin6 el coeficiente de absortividad molar (e) para determinar con precision la solubilidad de

ARM_-3: por lo que la solubilidad real podria ser mayor a la aqui estimada.

Para determinar la concentraciéon en cada muestra se realizb una serie de inyecciones con
estandar interno (compuesto Alfa) a una concentracién de 0.014 pg/mL. Multiplicando esta
concentracion por la relacién de areas detectadas (Aarm-3a/Acompuesto Arfa) Y, considerando que no
hay diferencia entre los coeficientes de absortividad (earm-3a/Scompuesto Afa = 1) Se obtiene una
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estimacion de la concentracién de ARM-3a presente en la muestra. Al hacer el promedio de las

concentraciones en la muestra se determinaé la solubilidad aparente de ARM-3 en la solucién
amortiguadora.

Tabla 23. Estimacion de la solubilidad de ARM-3

Inyeccion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AsruaalA, 0029 0033 003 0033 0028 005 0051 0042 0043 004

[ARM-3a] 417 047 0429 0468 0408 0716 0724 059 0618 0577
(ngfml)
inyeccien 11 1213 1415 16 17 18 19 20

AsmualA, 0.033 005 0038 0044 0041 0051 0054 0.033 0048 0.053

[ARM-33] 76 0709 0.546 0635 0562 0735 0778 0559 0707 0.758
(ng/mL)

Tabla 24. Solubilidad aparente de ARM-3 en medios acuosos

Solubilidad ARM-3_ Solubilidad Alfa_ Relacion Sarwa/Sara
0595 ug/mL < 0.2 ug/mL 2.975
1.263 uM < 0.587 uM 2.152

La relacion entre solubilidades molares del compuesto ARM-3 y compuesto Alfa nos indica un
aumento en la solubilidad del mismo; el aumento de la solubilidad no fue suficiente para pensar
en una formulacién en solucién ya que se requiere una solubilidad de alrededor de 10 mg/mL

para que el volumen de inyeccidn de la preparacién parenteral sea apropiado.
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6. Conclusiones

6.1.

o}

Conclusiones finales

Se preparé 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%.

Se lograron obtener y caracterizar totalmente cuatro derivados biorreversibles (ARM-1,
ARM-2, ARM-3 y ARM-7). Los derivados ARM-4 y ARM-5 no se lograron aislar ya que
fueron muy inestables; solo se comprobé su presencia por espectrometria de masas. El

derivado ARM-6 no se obtuvo.
Los compuestos ARM-1, 2, 3 y 7 fueron estables en medios polares aproticos
(acetonitrilo).

De los compuestos obtenidos e identificados, el ARM-3 fue el mas estable en medios

proticos (agua).por lo que se eligié para determinar su solubilidad acuosa.

El compuesto ARM-3 fue 2.2 veces mas soluble que el compuesto Alfa. Este aumento en

la solubilidad es significativo, mas no es suficiente para considerar la formulacién de ARM-

3 en solucioén.

Al afiadir una porcion alifidtica se disminuy6 ligeramente el punto de fusion, pero no se
pudo observar el efecto sobre la solubilidad de los derivados biorreversibles. Por otro fado,
al afiadir una porcion ionizable se mejor6, aunque no considerablemente, |a solubilidad del
compuesto Alfa.

Los derivados con union farmaco-acoplador N(sp?)-C(sp?) (ARM-1, ARM-T7) fueron mas
inestables que los de union N(sp?)-C(sp’) (ARM-2, ARM-3); esto se reflejo en su
estabilidad ante la hidrolisis teniendo los primeros tiempos de vida media menores a 15

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

En el presente trabajo se tratd de abarcar lo mas posible en la exploracion de derivados
biorreversibles para poder aumentar la solubilidad del compuesto Alfa. Por ser un trabajo que

inicia un proyecto de investigacién, quedan pendientes varios aspectos:

v' Sintesis de derivados biorreversibles \ 0 N
o e s
del tipo ésteres inorganicos: N>‘ o CII:[,)_ o,
8 ) P )
HO—8—0 HO—P—0
8 b
v Sintesis de derivados biorreversibles o N
del tipo bases de Mannich: N\ 5,
cl 2 > CHy
)\NH
R
OO Donde: X= NH, O
. . . . 0 N
v' Sintesis de derivados biorreversibles ]@[\>_s\ °I>:"\>_s\
del tipo éteres de polialcoholes: ¢ "> o o (S

v" Sintesis de las sales farmacéuticas (clorhidrato, lisinato, arginato, glutamato, etc.) de los

derivados biorreversibles.

v Evaluar los derivados sintetizados de caracter no polar (ARM-1 y ARM-2) en cuanto a su

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

farmaceéuticos. ,

v" Evaluar, tanto los derivados sintetizados como los propuestos, en disolventes polares no

acuosos y mezclas de disolventes permitidos para su uso como vehiculos farmacéuticos.

v" Someter a aquellos compuestos con los cuales se haya logrado una solucién a pruebas

de reversibilidad in vivo.
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~- A1.4 Espectro RMN H compuesto Alfa intercambio D,0 (TMS, DMSO-ds; ppm)
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A.1.7 Espectro RMN '"H ARM-1 (TMS, CDCls; ppm)

- < 4 ~ o L -~
2 - b N -
sl e
b4 5 < ”
O N <« Il <
| \>—s LI
\
o N CHy
J=o
So
HaC JJ M
T T T TR
4.70 ppm 4.48 ppm 2.72 ppm 1.64 ppm 1.32 ppm
e _x _,/,’,,’_
T T L | L | T L DL L AL | T T T 7 T 7 u T T T T
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 0 -1 ppm
e
1.42 8.31 1.87 4.95 1.12 1.99
2.92 1.58 1.20 0.62 3.0

aoipusdy



e b 100.0 _

80

75

55
50 |
%T
45 |
4 |

35

30

0.0

1192.1

314.5

1278.78

1937.54 64.36 678.82

1073.64

814. 1510.01
1019.67
663.31

1365.88 1149,

‘4 X 448.0,

2 431.76
[718.04

960.72 713 4 .93

933.96

775.21
$02.37

4000.0

8

T T
3000 2000 1500
cm-1

A.1.8 Espectro IR ARM-2 — Alfa acetilado (KBr, cm)

aopusdy



€8

128 —

90 |

80 -

70

60 —

50—

40

36

20

jill & |

| =
O N\ + 0w = N
0, (s
of N CHy = N ‘oH
0 ) Cf 3
. o
Ha HyC
385
127
290
271
77 |
1 128 213 232 | |
“ | | i 4{\ | Ih | ! ” J!!
100 201 Jea

382

348

412

m/z

A.1.9 Espectrometria de masas ARM-2 - Alfa acetilado (IE/ID; m/z)

aoipupdy



1" n @ ]
H IS " 3
G ) cf N CHa N S a N
)l\ a |
0
HaC HJC
| — - .
— A -
JL L e
e e
2.9 2.8 2.7 2.% 2.1
O N
3.60 3.00
2.88 2.52
ML
—— T T T T T T T T —r L e o o S —
13 12 11 10 9 8 7 6 5 3 2 1 ppm

8

A.1.10 Espectro RMN 'H ARM-2 — Alfa acetilado (TMS, DMSO-ds; ppm)

aopuady



S8

100.0 _

»T

95 |

80

75

70 |

65 |

60 |

55 |

50 |

45 |

40 |

35

30 |

25 |

20 |

0.0

3414.16

© 305025

I

1048.56

1316.53 991.76

B45.99

391.93

1446.33 1230.01

1134.27

§78.85,

837.74

770.13

565.07

4000.0

T T T
2000 1500 1000
cm-1

A.1.11 Espectro IR ARM-3 (KBr, cm!)

T 1
500 400.0

aoipusdy



Apéndice

108 -
154 o] N
T
348 cl N CH,

58 ]:?5 0
0]
o 471
] 470
437
i ;
0 T [ L |
120 208 308 402 508
m/z
341
180 — {
sg A 348
3@7
1273 £ 38, 393 371 391
/ 411
@l !l;..g.. IUJJJJ[H. perep i) !. l'l!l[nl et fecpnsee e
280 292 382 319 32@0 339 348 358 368 370 380 330 408 410
m’z
471
20 -
478 - -
1@ :
437 681
! s , 5086 : P .
359 1 626 613 547 731 gip 811
a-— =4 ‘r':‘l""l""l

1% 7%} 450 5008 338 609 650 700 750 1% %] 859
m/z
A.1.12 Espectrometria de masas ARM-3 (FAB; m/z)

86



/8

S H
I ¢
/ w
o] o N
~ | \>—s\
N CH
o] o ) 3
N\
\/\/\U
HO
!
u]
T ————— LA A A Wi et u i
6.145 ppm 2.830 ppm 2.61 2.58 ppm
s
S TN e
T T T T T L B L | T T T T A
11 10 8 7 6 5 4 3 H 1 ppm
— -
[ A1 9.85 1.21 1.78 4.00
1.03 3.84 ¢.97 8.44

A1.13 Espectro RMN 'H ARM-3 (TMS, DMSO-ds; ppm)

aoipuady



88

o
T ] T T T T ™ T —
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm

A.1.14 Espectro RMN 'H ARM-3 intercambio D,Q (TMS, DMSO-ds; ppm)

aopuady



68

195 A
100

0 N
| : A

] 168 UN/\)_S\CH

o z ) o 3

] 190 b ),___,;k“ojk

% ] : 155 A,

f ’128 }

Ha&
22
B9 |, 96
24 56 ) L | | 195, 215 242 258 ze2
a_rL., P .}.‘... [ o (MM |||.I lidipaduall |h||.|. it ‘..ﬂ_u= ' il ol A !. . f| n 1:
20 40 60 8@ 122 12@ 14@ 162 180 209 22@ 240 26@ 280
m/z
341
30
2B
348 493
]a 4 N
249 3@7 ’331
’215 258\ {
a-J iy agaaonigo
25@ . 300 358 409 459 500 55@ 600 659 ’90 750
N m/z

A.1.15 Espectrometria de masas ARM-4 (FAB m/z)

ao/pusdy



06

188 —

58 -

4]

38

28 4

420

357

83

152

178

234

341

\gs 136 196
me } atbibll] i I
e e

428

@; ably ,.,..ll..ll e

423

@ gj&hj mmnnJlen.hMuthl ‘:lhi»hnul

158

108

S5p4

\

483

508

507

|

550

558

6586

’

4 574
IH‘I& RN NL' mlhymh; i "\l!gl gt 1 g A

6500

636

A.1.16 Espectrometria de masas ARM-5 (FAB m/z)

825

aoipupdy



T6

180 - 1 | P
1 A 178
. N N
| D—s
S A
o] CH3
] H4C Q
CHy %
58 HyC 0
-
o
234 341 Y
{ NH
3@2 332
286 L‘ L 391 43
II, { 459 489 586
W II:I-I 'II; J:-_' |‘||;.‘| I._.‘.I 'lJ; 'u,’.._ﬂu - ".I -
100 208 366 400 566
ms/z
20 -
504
603
19
684
672 ] 733 553 791 827 886 g7 944 948
b i :-._[[[I]..nl-l ot apontut ottt A i s NI M
700 800 392
msz

A.1.17 Espectrometria de masas ARM-5terboc (FAB; m/z)

aopusdy



100.0 _

95 |

3430.67

%I

0.0

3081.30

2933.19

1197.43

1738.14 390.19 117071

1098.31

1453.1%

4000.0

6

2000 1500 1000
em-1

A.1.18 Espectro IR ARM-7 (KBr, cm-)

500 4000

aoIpusdy



€6

S0 A

3g 41

-
[a}
=~ N
l \>-S\
=N ew
Cl 3
Hal‘,\ #D
oS0
N4
HJ?—L
182 135 154
M7 Y s ‘ 186 213 ;g
Ll i { I M
1 N 1 N I M I L 1
198 200

455

A.1.19 Espectrometria de masas ARM-7 (FAB m/z)

6577

34]

m/z

aopugdy



6

100.0 _,

%T

95 ]

90 |

85 ]

80 |

75 |

70 |

65 |

45

40 |

35 1

30 4

10

C!

3063.24

1459

258.04

2.8

1111.79

6.64

1223

334.

1390.09

79.78

69

014.78

1035

886. 563.50

5.99

869.42

T70.86

4000.0

T T

2000 1500

A.1.20 Espectro IR ARM-8 (KBr, cm-')

1000

500 4000

aopusdy



S6

40 (3)%] 89 1Bd 120 1499 160 180 280 228 248 260 282 393 329
ms/2
371

2
188 — 154
d X NG N
4 I \>—3
136 o N) “oHy
sg HO
@ 387
| 77 89 187 213 2
' 165 198 ¢ 243 289\ 3 6\
aj g, .hilil Luly ;lllll)h m llu Ii iy .i.ulll.. p ey

460 476 5S@6 522 547 ,581 211
L e I AN BN B s o s m s ey s s T
500 584 700
m/z

A.1.21 Espectrometria de masas ARM-8 (FAB m/z).

aopusdy



96

Oz N\
C;Q[N%S\CH;,
o)

" HD

11

A.1.22 Espectro RMN 'H ARM-8 (TMS, Acetona-ds; ppm)

| UJJLM JJ ! L
————— ——r——
10 - 9 8 7 6 5

aojpuady



6

L
m] = N
B
Cl X N CH;
HO
) JL ﬂ U | JLu _
r —r— —————————y . . —— —— . —
11 10 ] 8 7 5 5 a 3 2 ppm

A.1.23 Espectro RMN 'H ARM-8 intercambio D0 (TMS, Acetona-ds; ppm)

0/pusdy




86

=
%
A 388 .

188 o s 1

Cl

120 2va 349 400

A.1.24 Espectrometria de masas ARM-9 (IE/ID; m/z)

aoypusdy



66

=
[n] o N
| s
o X n>_‘cH3 353
100 — 1
Ll N £Hs
s 632
a) = l ”/>_ 1
L\
1 o
50 ~

313 558

61
430 ' N
[ l { . | . |ull In . l
50 1980 1580 208 250 3080 3580 408 4580 580 558 60PY 6580 788 7580 8B4
m/z

1

A.1.25 Espectrometria de masas dimero de compuesto Alfa (IE/ID; m/z)

aojpusdy



100.0

95

75
70
65
60 ]
s5
wr 1
45
0
35
30 ]
2

20

0.0

3055.21

3381.80

o]}

2603.96

1781, 1505.85

1739.01

1753.84

1258.91

41.62

12294

390.46

1448.28

1202.

48.47 862.20

098.61

1079.06

1013.45

155.69

4000.0

00t

T T
2000 1500
cm=1

A.1.26 Espectro IR ARM-10 (KBr, cm-)

1000

T 1
500 4000

aolpuady



188

98

80 .4

708

6@ -~

58—

48 -

308

20 63

50

10T

108

304

3@3

340

445

A.1.27 Espectrometria de masas ARM-10 (IE/ID; m/z)

—
509

T

558

m/z

aopusdy



(4038

—————

...................

L i
2.61 ppm

:
12 10 8 ] 4 2
et W o W Wy
1.37.343.00 1.00 1.87
1.011.18.42 2.00 2.97

A.1.28 Espectro 'H-RMN ARM-10 (TMS, DMSO-ds; ppm).

aoipuady



Apéndice

[ TIC1]
Deta : OT7873_yEZ-£ST 202
Sampls:
Note
Injet : GC Ion Mode : EI+
Ton Species : Normal Ion (M -Lincar]
TIC Range : m’z 33 to B@ Output RT Range : ©.8@ to 23.83 min
90855008
1) .
58 ‘ ‘
l M | L " b _.I_ IV VURE YU S
2 T T ¥ T T T 7 T 1 T T + T T
2 4 6 B 12 12 14 16 i8 20 22 24 26 28
Time (min.)
{ Mass Spectrum ]
RT : 8.85 min Scan# : (623,638)-k((573,585))(k=1.0)
Ion Mode : EI+ Int. : 263.37 o)
les
2ve)e82 122 J\
OH
58 - 77
51
587
] 3 &% 84
odrtii o e 0 ¢ A A
5@ 188 150 200
m’z
[ Mass Spectrum 1
RT : 18.46 min Scan® : (739,742)—4{(?19,7271+{761,773))(k=].9] o)
Ion Mode : EI+ Int. : 1053.67
11248401 125 J\
7 P
(6] (o1]
??
58 - i
178
’51 ’135
59 78| 3l 125
el — Il T ; — : — . ;
40 1] 8e 190 128 14@ 160 188 208 229 248 260
m’r
[ Mass Spectrum 1
RT : 20.22 min Scan# : (1428, 1433)-k((1343,1394)+(1486,1518...
Ion Mode : E1+ Inv. : 1595.68 o
16731858 185
1o J\
??
K O/\O
58 4 .
d o
/ 226
: 123 151 : 256
76 . -
» i it 195 181182 | i
g ; L ulll, il - . . b " I N . .
48 £ 82 g 128 +48 i6a 188 203 220 248 260
m/z

A.1.29 Espectrometria de masas reaccion modelo. Benzoato de clorometil

o (IE/CG; m/z).

103



#0T

188 — cl N

398
8]
»\0)
H

58
’34 1
127
39 i
363
115 o5 271 .
51 | 77 1 143 1gg 283 243 “
a- Pohe owl I i lih -lI’u P P P R |iuh .n“llh W b |
LA A T 1 T 1 T t T T LI T T
108 208

A.1.30 Espectrometria de masas formilacion de ARM-8 (IE/CG; m/z)

avIpusdy



SOt

3
[ [
o
/‘>_S\
2
N CH:
cl 5 ) 3
Pes
H
N
TATATTITTTI RO
5.60 ppm
A
— _ _‘—
" " Al L.;_—JM-
7 7T T T T T T
19 9 8 7 6 H 4 3 2
e i v s s oo —_ — — B
1.49 1.44 3.13 4.00
1.89 5.22 1.40 9.48 5.27

A.1.31 Espectro RMN *H formilacion de ARM-8 (TMS, Acetona-ds, ppm).

aoipuady



Apéndice

A.2. Evaluacion de la estabilidad y solubilidad de los compuestos ARM-1a 7

A.2.1 Cromatograma representativo compuesto Alfa
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A.2.3 Cromatograma representativo ARM-2
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A.2.5 Cromatograma representativo ARM-7
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A.2.7 Espectro UV compuesto Alfa acetilado
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